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Zusammenfassung 
 
Seit der Entdeckung der RNA Interferenz (RNAi) Ende der 90er Jahre wurde dieser 
Mechanismus als gentechnisches Werkzeug stetig weiterentwickelt und in den 
verschiedensten biologischen sowie medizinischen Bereichen eingesetzt. Dies 
ermöglichte nicht nur die Aufklärung unbekannter Gen-Funktionen durch Knockdown-
Experimente, sondern auch die Entwicklung RNA-Interferenz-basierter Therapeutika. 
Hierbei stellt vor allem der Einsatz kurzer, nicht kodierender RNAs, welche die 
Genexpression mit Hilfe von RNAi beeinflussen können, eine vielversprechende 
Therapieoption dar. Sogenannte microRNAs (miRNAs) können einen wesentlichen 
Einfluss auf die Regulation unzähliger biologische Prozesse nehmen. Durch diese 
Beeinflussung, welche auch die Differenzierung und Proliferation von Zellen betreffen 
kann, können sie tumorsuppressive wie auch onkogene Eigenschaften besitzen. Neben 
den natürlich vorkommenden miRNAs wurde als Therapieansatz und zur gentechnischen 
Analyse ebenfalls synthetische kleine RNAs entwickelt, wie z.B. die small interfering 
RNAs (siRNAs). Dies ermöglichte es stabilere und modifizierte RNAs einzusetzen, was 
den Anwendungsbereich erweiterte sowie neue Therapiealternativen ermöglichte.  
 
Im ersten Projekt dieser Arbeit wurde untersucht, ob RISC-Komplexe an eine spezifische 
mRNA mit Hilfe eines bifunktionellen Adapter-Oligonukleotids umgeleitet werden 
können. Durch diesen Ansatz ist es möglich eine onkogene miRNA in ihrer Funktion zu 
inhibieren und gleichzeitig die Translation der mRNA eines Proto-Onkogens zu 
suppremieren und dadurch simultan einen synergistischen antitumorigenen Effekt zu 
erreichen. Dabei adressiert ein Teil des Adapters die onkogene miRNA, welche zuvor 
von einem RISC-Komplex gebunden wurde. Der zweite Adapter-Bereich ist gegen die 
3'-UTR einer spezifischen mRNA adressiert und ermöglicht es so, den indirekt 
gebundenen RISC-Komplex zur mRNA umzuleiten und den Abbau dieser zu induzieren. 
Dieser Ansatz wurde zu Beginn der Untersuchungen bei dem Proto-Onkogen PIM1 und 
der onkogenen miR-20a, die die Proteinexpression des Zellzyklusregulators und 
Tumorsuppressors P21 herunterreguliert, analysiert. Es konnte mit Hilfe von in vitro 
Analysen gezeigt werden, dass mit miR-20a beladene RISC-Komplexe aus Zell-Lysaten 
eingefangen und isoliert werden können. In folgenden Zellkulturexperimenten wurde der 
Einfluss auf die Expression des Proto-Onkogens PIM1 und des Zellzyklusregulators P21 
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untersucht. Innerhalb der Zellkulturanalysen konnten Effekte auf die Expression der 
PIM1 Kinase festgestellt werden, was sich jedoch nicht eindeutig reproduzieren ließ. 
Auch nach einer Adressierungserweiterung der miR-20a zur kompletten miR-17 Familie 
sowie zur stärker exprimierten let-7 miRNA Familie, konnten keine stabilen Effekte in 
Zellkulturanalysen bei PIM1 sowie P21 festgestellt werden. Kürzlich konnte die 
Arbeitsgruppe von Michael Göbel jedoch in in vitro Experimenten bestätigen, dass 
beladene RISC-Komplexe mit Hilfe eines bifunktionalen Adapters zu einer spezifischen 
RNA umgeleitet werden können. Dies deutet darauf hin, dass es mit Hilfe eines stabileren 
mRNA Systems in Zukunft möglich ist, konstantere Ergebnisse in Zellkultur 
Experimenten zu erlangen. 
 
Ein Konjugat aus einem DNA/LNA Mixmer-Oligonukleotid und der synthetischen 
Nuklease Tris(2-aminobenzimidazol) wurde im zweiten Projekt dieser Arbeit untersucht. 
Aufbauend auf vielversprechende Ergebnisse mit entsprechenden DNA- sowie PNA-
Konjugaten, welche in der Arbeitsgruppe von Michael Göbel erlangt werden konnten, 
wurden in dieser Arbeit zunächst in vitro Spaltkinetiken mit DNA/LNA Mixmer-
Konjugaten durchgeführt. Diese bestätigten, dass der Wechsel zu DNA/LNA-
Oligonukleotiden eine deutlich schnellere Spaltkinetik hervorbringt, wobei die 
Halbwertszeit der RNA-Substrate von 10 bis 20 Stunden auf 4 Stunden verkürzt werden 
konnte. Zudem spaltete das Nuklease-Konjugat RNA-Substrate von einer Länge von 412 
Nukleotiden erfolgreich und spezifisch, was zuvor nur mit einer Substratlänge von 29 
Nukleotiden gezeigt werden konnte. Die Spaltungsposition wurde ebenfalls 
charakterisiert und zeigt sich in unmittelbarer Nähe um die Bindung des Mixmer-
Oligonukleotids mit dem adressierten RNA Substrat. 
Bei den durchgeführten Zellkulturanalysen wurde wie im ersten Projekt die mRNA der 
PIM1-Kinase adressiert, wobei vereinzelt Effekte beobachtet werden konnten, welche 
allerdings nicht reproduzierbar waren. Die vielversprechenden in vitro Ergebnisse 
indizieren jedoch, dass bei einer weiteren Verbesserung der Spaltkinetik, deutliche 
Effekte in Zellkulturanalysen erlangt werden können. 
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Abstract 
 
Since the discovery of RNA Interference (RNAi) in the late 90s, ongoing work and 
development of this genetic engineering tool has been executed in different biological 
and medical fields. This enabled the discovery of unknown protein functions and the 
development of RNA-Interference-based therapeutic agents. Usage of small non-coding 
RNAs, which can regulate the gene expression via RNAi, is one very promising 
therapeutic option, because microRNAs (miRNAs) possess a substantial influence on the 
regulation of countless biological processes such as differentiation, or cell proliferation. 
Therefore they can have tumour-suppressive as well as oncogenic properties. Besides 
innate miRNAs, small synthetic RNAs have been developed for therapeutical approaches 
and genetic analysis such as small interfering RNAs (siRNAs), enabling the usage of 
more stabilized and modified RNAs. The possibility of modification increased the areas 
of application for miRNAs and siRNAs as well as facilitating new therapeutic options. 
 
The first project of this thesis analysed the possibility of redirecting RISC to a specific 
mRNA via a bifunctional adapter oligonucleotide. This approach allows an inhibition of 
oncogenic miRNA function and a simultaneous suppression of a proto-oncogenic mRNA 
translation, which can lead to a synergistic antitumor effect. One adapter part is thereby 
directed against an oncogenic miRNA, which was loaded bevor into a RISC. The 3'-UTR 
of a specific mRNA is addressed by the second part of the adapter, which enables then 
the redirection of the indirect bound RISC to the addressed mRNA and thereafter inducing 
its degradation. 
At the beginning of this analysis the proto-oncogen PIM1 and the oncogenic miR-20a 
were addressed via the bifunctional adapter. Within in vitro studies it was shown that it 
is possible to bind and isolate miR-20a loaded RISCs from cell lysates. The bifunctional 
adapter effect was then examined in cell culture experiments, in which the protein 
expression of the proto-oncogene PIM1 and the tumour-suppressor P21, which is a target 
of miR-20a, was analysed. In observed cases the cell culture experiments showed a clear 
effect on the PIM1 expression, however this could not be reproduced stably. A change of 
the addressing miRNA part from miR-20a to the complete miR-17a family and then to 
the higher expressed let-7 miRNA family was also not able to stabilize the influence on 
the PIM1 and P21 expression. Nevertheless, the group of Michael Göbel was recently 
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able to show a functional redirection of RISCs in in vitro assays. This indicates that in 
cell culture experiments more constant results are possible with a more stable mRNA 
system. 
 
The second topic of this thesis addressed the function of a metal-free synthetic nuclease-
conjugate with a DNA/LNA mixmer-oligonucleotide and tris(2-aminobenzimidazole). 
Building up on very promising results from the Göbel group with DNA and PNA 
conjugates, in this thesis in vitro cleavage kinetics were done with a DNA/LNA mixmer 
conjugate. Those confirmed a clear reduction of the RNA substrate half-life compared to 
former analysed conjugates and furthermore a specific and efficient cleavage of longer 
RNA substrates with a length up to 412 nt. The cleavage position could be characterised 
and localized around the binding of the mixmer oligonucleotide with the addressed RNA 
substrate. The PIM1 mRNA was then addressed in subsequent cell culture experiments, 
in which occasional effects were observed, yet not reproducible. The promising in vitro 
results nevertheless indicate, that with further improvement of the cleavage kinetics, clear 
cell culture effects can be obtained. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
V 
 
 
Danksagung 
 
An erster Stelle möchte ich mich bei meinem Doktorvater Prof. Dr. Roland Hartmann 
bedanken, der mir es nicht nur ermöglicht hat, meine Doktorarbeit in seinem Arbeitskreis 
durchführen zu können, sondern ebenfalls für die Unterstützung und für alle hilfreichen 
und konstruktiven Anregungen. Ein weiterer Dank geht an meinen Zweitbetreuer Prof. 
Dr. Arnold Grünweller, welcher mir vor allem bei allen Zellkulturfragen stets mit Rat und 
Tat zur Seite stand. Des Weiteren möchte ich mich natürlich auch bei Prof. Dr. Michael 
Göbel für die Erstellung des Zweitgutachtens bedanken, aber ebenfalls für alle 
konstruktiven Besprechungen und Anregungen im Laufe unserer Kooperationsprojekte. 
Für die Teilnahme als Mitglieder meiner Prüfungskommission bedanke ich mich 
ebenfalls bei Herrn Prof. Dr. Jens Kockskämper sowie bei Frau Prof. Dr. Maike Petersen. 
Bei meinen Kooperationspartnern Ute, Felix und Mathias bedanke ich mich sehr für ihre 
hilfreichen und kontruktiven Ratschläge sowie anregenden Diskussionen.  
Natürlich geht auch ein großer Dank an alle meine wunderbaren Kollegen. Vor allem an 
meine Bürokollegen Falk, Jana, Marietta und Markus – ich vermisse unsere Gespräche 
und die grüne „Höhle“ jetzt schon. Auch Kerstin und Katrin möchte ich danken, die mir 
vor allem in der Anfangszeit sehr geholfen haben. Ohne Katja wäre ich bei einigen 
organisatorischen Hürden aufgeschmissen gewesen und ein großes Dankeschön geht 
auch an meine Zellkulturmitstreiterin Wiebke, vor allem für das Gegenlesen und 
Korrigieren dieser Arbeit. Natürlich geht ein Dank auch an die restliche „Kochgruppe“: 
Aileen, Amri, Clemens, Dominik, Jana W., Nadine, Nina, Marcus, Paul, Rebecca, Simone 
und Sweetha - Ohne euch wären die letzten Jahre nur halb so schön gewesen und vor 
allem weniger kulinarisch. So eine harmonische Arbeitsatmosphäre erlebt man wirklich 
nur selten. Hierbei möchte ich mich auch nochmal besonders bei Jana und Isabell 
bedanken. Ihr Beide habt mir vor allem in den letzten Monaten sehr beigestanden. 
Darüber hinaus möchte ich meinem weiteren Freundeskreis und besonders meiner 
Familie sowie meinen Eltern von Herzen danken! Ohne eure seelische, moralische und 
natürlich auch finanzielle Unterstützung hätte ich weder mein Studium noch meine 
Promotion durchführen können. Dafür bin ich euch auf ewig dankbar. Zu guter Letzt geht 
ein besonderer Dank an Damian. Für seinen stetigen Rückhalt, seinen 
Motivationzuspruch und für ein immer offenes Ohr zu dieser Zeit. 
VI 
 
Inhaltsverzeichnis 
ZUSAMMENFASSUNG……………………………………………………………………………………………………I 
ABSTRACT……………………………………………………………………………………………..…………………….III 
DANKSAGUNG…………………………………………………………………………………………….……………….V 
VERZEICHNISSE…………………………………………………………………………………………………………..VI 
Inhaltsverzeichnis……………………………………………………………………...….…………...………………VI 
Abbildungsverzeichnis…………………………………………………………...………...……………………….VIII 
Tabellenverzeichnis…………………………………………………………………………………………………….IX 
Abkürzungsverzeichnis…………………………………………………………………..…………………………….X 
1. EINLEITUNG ............................................................................................................................................ 1 
1.1. RNA INTERFERENZ UND ANTISENSE-OLIGONUKLEOTIDE ........................................................................... 1 
1.1.1. miRNAs ........................................................................................................................................................... 1 
1.1.2. siRNA............................................................................................................................................................... 4 
1.1.3. miRNA und sirNA Biogenese.................................................................................................................... 5 
1.1.4. AGO und RISC.............................................................................................................................................. 9 
1.1.5. Antisense-Oligonukleotide ...................................................................................................................... 11 
1.2. SYNTHETISCHE RIBONUKLEASEN ................................................................................................................. 16 
1.2.1. Metallfreie synthetische Ribonukleasen ............................................................................................. 17 
1.3. UNTERSUCHTE ONKOGENE UND PROTEINE ............................................................................................... 19 
1.3.1. P21 .................................................................................................................................................................. 19 
1.3.2. PIM1 .............................................................................................................................................................. 21 
2. MATERIAL UND METHODEN ......................................................................................................... 26 
2.1. MATERIAL ....................................................................................................................................................... 26 
2.1.1. Verbrauchsmaterialien ............................................................................................................................. 26 
2.1.2. Enzyme ......................................................................................................................................................... 28 
2.1.3. Puffer und Lösungen ................................................................................................................................. 28 
2.1.4. Spezifische Chemikalien .......................................................................................................................... 30 
2.1.5. Geräte ............................................................................................................................................................ 30 
2.1.6. Größenstandards ....................................................................................................................................... 32 
2.1.7. Kits ................................................................................................................................................................. 32 
2.1.8. Kulturmedien .............................................................................................................................................. 33 
2.1.9. Antikörper .................................................................................................................................................... 33 
2.1.10. Oligonukleotide und Plasmide ............................................................................................................... 34 
2.2. METHODEN..................................................................................................................................................... 39 
2.2.1. Zellkultur ...................................................................................................................................................... 39 
VII 
 
2.2.2. Nukleinsäure Methoden .......................................................................................................................... 44 
2.2.3. RNA Methoden ........................................................................................................................................... 56 
2.2.4. Protein-Methoden ..................................................................................................................................... 61 
3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION .................................................................................................... 67 
3.1. RISC-UMLEITUNG DURCH EIN BIFUNKTIONELLES ADAPTER- OLIGONUKLEOTID ................................. 67 
3.1.1. Pulldown von humanen AGO2 Proteinen aus K562 ZellLysaten ................................................. 69 
3.1.2. Relative Expression von PIM1, P21 und miR-20a .............................................................................. 70 
3.1.3. Analyse der Transfektions-effizienz in K562-Zellen ......................................................................... 71 
3.1.4. Analyse der Adaptoren 8, 9 und 9-s in K562-Zellen ......................................................................... 73 
3.1.5. Analyse des bifunktionellen Adapter 21 .............................................................................................. 76 
3.1.6. Untersuchung des Adapter 21 Effekts in HeLa-Zellen .................................................................... 83 
3.1.7. Dual-Luciferase Assay in HeLa-Zellen ................................................................................................. 92 
3.1.8. Zusammenfassung und Diskussion ...................................................................................................... 93 
3.1.9. Ausblick ........................................................................................................................................................ 99 
3.2. ANALYSE VON DNA/LNA KONJUGATEN MIT DER ARTIFIZIELLEN NUKLEASE TRIS(2-
AMINOBENZIMIDAZOL) ............................................................................................................................................... 102 
3.2.1. Herstellung des 155-mer Substrats ..................................................................................................... 107 
3.2.2. Herstellung des 412-mer Substrats ..................................................................................................... 108 
3.2.3. Spaltkinetiken ........................................................................................................................................... 109 
3.2.4. Identifikation der Spaltposition ........................................................................................................... 113 
3.2.5. Zellkultur Analysen ................................................................................................................................. 116 
3.2.6. Zusammenfassung und Diskussion .................................................................................................... 123 
3.2.7. Ausblick ...................................................................................................................................................... 125 
4. LITERATURVERZEICHNIS ............................................................................................................. 127 
5. ANHANG ............................................................................................................................................. 149 
5.1. PLASMIDKARTEN .......................................................................................................................................... 149 
5.2. BINDEMÖGLICHKEITEN DER VERWENDETEN KONTROLLEN AN DIE PIM1 MRNA ............................... 155 
5.3. WISSENSCHAFTLICHE BEITRÄGE ................................................................................................................ 156 
5.4. EIDESSTATTLICHE ERKLÄRUNG ................................................................................................................... 158 
 
 
 
 
 
 
 
VIII 
 
Abbilungsverzeichnis 
 
Abbildung 1: Biogenese von miRNA und siRNA ........................................................................................... 8 
Abbildung 2: Schematische Darstellung der Antisense-Mechanismen ...................................................... 12 
Abbildung 3: Schematische Darstellung von Antisense-Oligonukleotid Modifikationen ........................... 15 
Abbildung 4: Aufbau des PIM1 Gens .......................................................................................................... 21 
Abbildung 5: Regulations-Netzwerk um PIM1 ........................................................................................... 23 
Abbildung 6: Site-directed Mutagenesis .................................................................................................... 53 
Abbildung 7: Schematische Darstellung des Western Blots während der Proteinübertragung in der 
Blotting-Apparatur ..................................................................................................................................... 63 
Abbildung 8: Schematische Darstellung der RISC-Umleitung durch einen bifunktionellen Adapter .......... 68 
Abbildung 9: WB eines hAGO2 Pulldown aus K562 Lysaten mit einem biotinylierten LNA-Oligonukleotid 69 
Abbildung 10: RT-qPCR Analyse der miR-20a, PIM1 und P21 mRNA-Spiegel in SKOV3, HeLa und K562-
Zellen .......................................................................................................................................................... 71 
Abbildung 11: Transfektionstest eines GFP Plasmids in K562-Zellen mit LipofectamineTM2000 ................ 72 
Abbildung 12: Schematische Darstellung der verwendeten Adapter 8, 9 und 9-s sowie LNAs .................. 73 
Abbildung 13: PIM1, P21 und β-Aktin WB nach K562 Transfektion mit Adapter 8, 9 und 9-s ................... 75 
Abbildung 14: PIM1, P21 und β-Aktin WB nach K562 Transfektion mit Adapter 9-s ................................. 76 
Abbildung 15: Schematische Darstellung weiterer Adapter-Kontrollen sowie des Adapter 21 ................. 77 
Abbildung 16: PIM1, P21 und β-Aktin WB Analyse nach K562 Transfektion mit Adapter 21 .................... 78 
Abbildung 17: PIM1, P21 und β-Aktin WB Wiedeholung nach K562 Transfektion mit Adapter 21 ........... 79 
Abbildung 18: WB-Analyse nach K562 Transfektion mit Adapter 21 ......................................................... 82 
Abbildung 19: WB-Analyse nach HeLa Transfektion mit Adapter 21 und den Kontrollen K2 und K3 ........ 84 
Abbildung 20: WB-Analyse mit weiteren Kontrollen nach HeLa Transfektion mit Adapter 21 .................. 86 
Abbildung 21: WB-Analyse der K Bi und K let Kontrolle sowie Co-Transfektion von M let7 nach HeLa 
Transfektion mit Adapter 21 ...................................................................................................................... 87 
Abbildung 22: WB-Analyse nach LipofectaminTM3000 Transfektion in HeLa-Zellen .................................. 89 
Abbildung 23: WB-Analyse nach LipofectamineTM3000 Transfektion mit allen Kontrollen in HeLa-Zellen 90 
Abbildung 24: WB-Analyse von Adapter 21 Titrationsexperimenten in HeLa-Zellen ................................. 91 
Abbildung 25: Dual-Luciferase Assay in HeLa-Zellen mit Adapter 21 ........................................................ 92 
Abbildung 26: Tris(2-aminobemzimidazol) Konjugat ............................................................................... 103 
Abbildung 27: RNA Sekundärstruktur Vorhersage der PIM1 3'-UTR ........................................................ 104 
Abbildung 28: RNA Sekundärstruktur Vorhersage des 155-mer Substrats .............................................. 105 
Abbildung 29: RNA Sekundärstruktur Vorhersage des 412-mer Substrats .............................................. 106 
Abbildung 30: PAA Gel-Analyse des 155-mer T7 Transkription Produkts ................................................ 107 
Abbildung 31: PAA Gel-Analyse des 412-mer T7 Transkription Produkts ................................................ 108 
Abbildung 32: PAA Gel-Analyse der 155-mer und 412-mer Spaltassays mit Konjugat 12 ....................... 110 
IX 
 
Abbildung 33: Spaltkinetik des 155-mer Substrats .................................................................................. 111 
Abbildung 34: Spaltkinetik des 412-mer Substrats .................................................................................. 112 
Abbildung 35: Primer-Extension Experiment mit 155-mer und 412-mer Substrat ................................... 114 
Abbildung 36: WB-Analyse nach Transfektion mit Konjugat 12 in K562-Zellen ....................................... 116 
Abbildung 37: Wiederholung der WB-Analyse nach Transfektion mit Konjugat 12 in K562-Zellen ......... 118 
Abbildung 38: Zweite Wiederholung der WB-Analyse nach Transfektion mit Konjugat 12 in K562-Zellen
 ................................................................................................................................................................. 119 
Abbildung 39: WB-Analyse nach Transfektion mit Konjugat 12 und neuen Kontrollen in HeLa-Zellen ... 121 
Abbildung 40: WB-Analyse nach LipofectamineTM3000 Transfektion mit Konjugat 12 in HeLa-Zellen ... 122 
 
 
Tabellenverzeichnis 
 
Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien ................................................................. 26 
Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Enzyme ......................................................................................... 28 
Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Puffer und Lösungen .................................................................... 28 
Tabelle 4: Auflistung der verwendeten spezifischen Chemikalien ............................................................. 30 
Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Geräte .......................................................................................... 30 
Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Größenstandards ......................................................................... 32 
Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Kits ............................................................................................... 32 
Tabelle 8: Auflistung der verwendeten Kulturmedien ................................................................................ 33 
Tabelle 9: Auflistung der verwendeten Antikörper .................................................................................... 33 
Tabelle 10: Auflistung der verwendeten Primer ......................................................................................... 34 
Tabelle 11: Auflistung der verwendeten siRNA und GapmeR .................................................................... 35 
Tabelle 12: Auflistung der modifizierten Oligonukleotide .......................................................................... 35 
Tabelle 13: Zusammensetzung PAA-Lösung .............................................................................................. 46 
Tabelle 14: Zusammensetzung eines PCR Ansatzes ................................................................................... 50 
Tabelle 15: Thermocycler-Einstellung für das PCR Programm ................................................................... 51 
Tabelle 16: Reaktionsansatz Restriktionsverdau ....................................................................................... 52 
Tabelle 17: Kolonie PCR Schema ................................................................................................................ 55 
Tabelle 18: Reaktionsansatz T7-Transkription ........................................................................................... 57 
Tabelle 19: Reaktionsansatz Radioaktive 5'-Endmarkierung ..................................................................... 58 
Tabelle 20: Reaktionsansatz für die Reverse Transkription ....................................................................... 59 
Tabelle 21: Reaktionsbedingungen der qPCR Analyse ............................................................................... 60 
Tabelle 22: Zusammensetzung 12 % SDS-Gel ............................................................................................ 62 
 
X 
 
Abkürzungsverzeichnis 
 
% Prozent 
[y-32P]-ATP Gamma 32P-Adenosintriphosphat 
°C Grad Celsius 
ε Molarer Absorptionskoeffizient 
µg Mikrogramm 
µL Mikroliter 
µM Mikromol 
2‘-F 2‘-Fluoro 
2‘-O-Me 2‘-O-Methyl 
2‘-O-MOE 2‘-O-Methoxyethyl 
32P Phosphor-32 Isotop 
A260 Absorption bei 260 nm 
A280 Absorption bei 280 nm 
Abb. Abbildung 
AGO Argonautenprotein 
APS Ammoniumpersulfat 
ARE Adenylate-uridylate-rich element 
ARP Arginin rich protein 
ASK1 Apoptosis signal-regulating kinase 1 
ASO Antisense-Oligonukleotid 
ATP Adenosintriphosphat 
bp Basenpaar 
BRCA1 Brustkrebsgen 1 
Bzw. Beziehungsweise 
ca. circa 
C.elegans Caenorhabditis elegans 
Ca2+ Calcium Ion 
CDC25A Cell division cycle 25A 
XI 
 
CDC25C Cell division cycle 25C 
CDK Cyclin-abhängige Kinase 
cDNA Komplementäre DNA 
cm Zentimeter 
cpm Counts per minute 
dA Desoxyadenosin 
dC Desoxycytidin 
DCP2 mRNA-Decapping enzyme 2 
ddH2O Doppel-destiliertes Wasser 
dG Desoxyguanosin 
DGCR8 5 DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8 
D. melanogaster Drosophila melanogaster 
DNA Desoxyribonukleinsäure (acid) 
DNase I Deoxyribonuklease I 
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat 
dsDNA Doppelsträngige DNA 
dT Desoxythymidin 
DTT Dithiothreitol 
E Extinktion 
E. coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EIF4E Eukaryotische Translationsinitiationsfaktor 4E 
FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase 
FCS /FBS Fetales Kälberserum 
FD Fast digest 
FDA U. S. Food and Drug Administration 
FRET Förster-Resonanzenergietransfer 
fwr Forward 
g Gramm 
h Stunde (hour) 
XII 
 
hATTR Hereditäre Transthyretin-vermittelte Amyloidose 
HeLa Henrietta Lacks 
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 
HRP Meerrettichperoxidase (Horseradish peroxidase) 
HSP70 Heat shock protein 70 
HSP90 Heat shock protein 90 
HuR Hu Antigen R 
IFN Interferon 
IL Interleukin 
kDa Kilodalton 
L Liter 
LB Lysogeny broth 
let-7 Lethal-7 
LNA Locked nucleic acid 
LPS Lipopolysaccharid 
M Molar 
M7G 7-Methylguanosin 
mA Milliampere 
MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase 
Mg2+ Magnesium Ion 
min Minute 
miRISC miRNA-induced silensing complex 
miRNA microRNA 
mL Mililiter 
mM Milimolar 
MRE microRNA response element 
mRNA messenger RNA 
NLS Kernlokalisierungssignal 
nm Nanometer 
nmol Nanomolar 
XIII 
 
NP-40 Nonylphenolethoxylat 
nt Nukleotid 
NUMA1 Nuclear mitotic apparatus protein 1 
OD Optische Dichte 
OH Hydroxylgruppe 
p.a. per analysis 
P21 Inhibitor Clyclin-abhängiger Kinasen 1A (CDKN1A) 
P27 Inhibitor Clyclin-abhängiger Kinasen 1B (CDKN1B) 
PAGE Polyacrylamid Gel Elektrophorese 
PBS Phosphatgepufferte Salzlösung 
PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen 
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion 
PEI Polyethylenimin 
PIM Proviral integration site for Moloney murine leukemia virus-1 
PMO phosphorodiamidate morpholino oligo 
pmol Picomol 
PNA Peptidnucleinsäure 
PO Phosphodiester 
PP2A Proteinphosphatase 2A 
Pre-miRNA Precursor miRNA 
Pri-miRNA Primäre miRNA 
PS Phosphorothioat 
PTEN Phosphatase und Tensin Homolog 
PVDF Polyvinylidenfluorid 
qRT-PCR Quantitative real time PCR 
RAS Rat sarcoma Protein 
rev revers 
RhBD rhizobactin siderophore biosynthesis Proteindomäne 
RISC RNA-induced silencing complex 
RNA Ribonukleinsäure (acid) 
XIV 
 
RNAi RNA Interefenz 
RNase Ribonuklease 
rpm Runden pro Minute 
RPMI Roswell Park Memorial Institute 
RT Reverse Transkriptase 
RT Raumtemperatur 
SDS Natriumlaurylsulfat 
sek Sekunde 
siRNA small interfering RNA 
shRNA small hairpin RNA 
ssDNA Einzelsträngige DNA 
STAT signal transducer and activator of transcription 
SUMO small ubiquitin-related modifier 
SV40 simian vacuolating virus 40 
Tab. Tabelle 
T4 PNK T4 Polynukleotidkinase 
TBE TRIS-Borat-EDTA-Puffer 
TBST Tris-buffered saline with Tween20 
TEMED Tetramethylethylendiamin 
TGFβ tissue growth factor beta 
TTP RNA-Bindeprotein Tristetraprolin 
U Unit 
UTR Untranslatierte Region 
UV Ultraviolett 
V Volt 
v/v Volumenprozent 
w/v Massenprozent 
WB Western Blot 
XRN1 5'-3'-Exoribonuklease 1 
z.B. zum Beispiel 
 
XV 
 
 
Einleitung 
1 
 
1. Einleitung 
 
 
1.1. RNA Interferenz und antisense-
Oligonukleotide 
 
Die messenger RNA (mRNA) fungiert als intermediäres Molekül zwischen Genen und 
Proteinen. Dies macht sie zu einem vielversprechenden Behandlungsziel, da eine 
aberrante Proteinexpression, die meist im Zusammenhang mit verschiedenen 
Krankheitsbildern steht, darüber beeinflusst werden kann. Eine mögliche Strategie, um 
die Proteinexpression zu verändern, stellt die RNA Interferenz (RNAi) da, bei welcher 
ein kurzer RNA Strang an die mRNA bindet und so deren Translation verhindert. Dies 
spielt eine wichtige Rolle bei der Genregulation und der angeborenen Immunantwort bei 
Virusinfektionen (Carthew & Sontheimer, 2009). RNAi wurde erstmalig von Andrew 
Fire und Craig Mello bei Untersuchungen im Fadenwurm C.elegans beschrieben (Fire et 
al., 1998), wofür beide 2006 den Nobelpreis erhielten. Es existieren verschiedene 
endogene und exogene nicht-kodierende RNA Moleküle, die diesen Effekt vermitteln 
können wie z.B. microRNAs (miRNAs) und small interfering RNAs (siRNAs). Neben 
dem natürlich vorkommenden RNAi Effekt existiert ein weiterer Ansatz, der die Bindung 
an mRNA Moleküle nutzt, um die anschließende Proteinexpression zu beeinflussen. 
Hierbei werden synthetisch hergestellte Oligonukleotide verwendet und deren Antisense-
Effekte genutzt. Diese unterschiedlichen RNAi Moleküle, sowie ihre Biogenese, werden 
im folgenden Abschnitt beschrieben. 
 
 
1.1.1. miRNAs 
 
Die erste miRNA wurde 1993 von der Ambros und Ruvkun Gruppe im Fadenwurm C. 
elegans entdeckt. Sie fanden heraus, dass es sich hierbei um eine nicht-Protein codierte 
kleine RNA handelt, welche eine komplementäre Sequenz innerhalb der 3'-
untranslatierten Region (3'-UTR) einer anderen RNA besitzt. Diese RNA wiederum 
wurde durch diesen untranslatierten Bereich posttranskriptional herunterreguliert (R. Lee 
et al., 2004; R. C. Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993). Seit dieser Entdeckung wurden 
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miRNAs in vielen tierischen Modellorganismen gefunden und es werden weiterhin 
immer wieder neue miRNAs identifiziert und ihre Rolle innerhalb der Genregulation 
untersucht (De Rie et al., 2017). 
MiRNAs zeichnen sich durch eine durchschnittliche Länge von 22 Nukleotiden aus und 
werden von der DNA aus zuerst zu primären miRNAs (pri-miRNAs) transkribiert. Diese 
werden weiter zu Vorläufer miRNAs (pre-miRNAs) und schließlich zu maturen miRNAs 
prozessiert. In den meisten Fällen führt die Interaktion von miRNAs mit der 3'-UTR einer 
mRNA zu deren supprimierten Expression (Ha & Kim, 2014) und seltener zu deren 
Aktivierung (Vasudevan, 2012). Neben der Bindung von miRNAs an 3'-UTRs konnte 
mittlerweile gezeigt werden, dass auch andere genomische Bereiche adressiert werden, 
wie 5'-UTRs (Lytle et al., 2007), kodierende Bereiche (Tay et al., 2008) und ebenfalls 
Promotorelemente (Place et al., 2008). Einige neuere Studien lassen vermuten, dass 
miRNAs zwischen verschiedenen subzellulären Bereichen hin und her transportiert 
werden, um die Rate der Transkription sowie Translation regulieren zu können 
(Makarova et al., 2016). 
Die aberrante Expression von miRNAs steht in Korrelation zu verschiedenen humanen 
Krankheiten (Paul et al., 2018; Tüfekci et al., 2014). Des Weiteren werden sie als 
potentielle Diagnostikmarker bei Krebserkrankungen angesehen (Hayes et al., 2014) 
sowie als Prognosemarker für die Unterscheidung von bösartigen und gutartigen 
Tumoren (Murakami et al., 2006; Yanaihara et al., 2006). Zurzeit existiert noch keine 
zugelassene miRNA-basierte Therapie, es befinden sich jedoch einige synthetisch 
hergestellte Oligonukleotide in den klinischen Phasen I und II. Diese agieren entweder 
als miRNA mimic oder als AntimiR, welches komplementär zu einer endogenen miRNA 
ist und so dessen Wirkung inhibieren kann (Bajan 2020). 
 
 
1.1.1.1. miR-20a 
 
Die miRNA miR-20a gehört zusammen mit der miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-19b 
und miR-92a zum miR-17-92 Cluster und zählt zur miR-17 Familie (Mogilyansky & 
Rigoutsos, 2013), welcher onkogene Eigenschaften zugeschrieben werden. Eine 
Induzierung der miR-17 Familie, welche unter anderen durch das Onkogen MYC 
hervorgerufen werden kann, führt zu einer Dysregulation des Zellzyklus und der 
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Apoptose. Des Weiteren kann die Tumorinvasion durch eine erhöhte Interaktion mit 
PTEN und E2F Genen begünstigt werden (S. Q. Liu et al., 2014; O’Donnell et al., 2005). 
Es konnte gezeigt werden, dass miR-20a in festen und auch hämatopoetischen Krebsarten 
hochreguliert ist (Mogilyansky & Rigoutsos, 2013) und eine wichtige regulatorische 
Rolle bei der Entwicklung von Darmkrebs einnimmt, da es hierbei den TGF-ß Signalweg 
beeinflusst (Dews et al., 2010). Im Fall des Zellzyklus Regulators P21 wurde ein direkter 
Einfluss von miR-20a durch Binden an die 3'-UTR nachgewiesen (Maren Thomas et al., 
2012), was ebenfalls bei der Entstehung von Darmkrebs eine Rolle spielt (Sokolova et 
al., 2015).  
 
 
1.1.1.2. let-7 
 
Let-7 (lethal) gehört zu den ersten identifizierten miRNAs und wurde im Fadenwurm C. 
elegans entdeckt. Dort konnte die Regulation der miRNA mit der Stammzellteilung und 
Differenzierung in Zusammenhang gebracht werden (Reinhart et al., 2000). Die let-7 
miRNA wird in vielen verschiedenen Tierarten und im Menschen exprimiert, kommt 
jedoch nicht in Pflanzen vor (Hertel et al., 2012; Pasquinelli et al., 2000). Während in 
Nematoden und bei der Fruchtfliege nur eine einzelne Isoform vorliegt, besitzt der 
Mensch 10 verschiedene reife let-7 Isoformen, welche auf 12 unterschiedlichen 
genomischen Loci kodiert sind (Roush & Slack, 2008; Ruby et al., 2006). Bei der 
Bezeichnung der let-7 Familienmitglieder werden die Isoformen durch unterschiedliche 
Buchstaben differenziert und eine nachfolgende Nummer gibt an, von welcher Stelle aus 
sie im Genom transkribiert werden (z.B. let-7a-1).  
Zusammengefasst werden den miRNAs der let-7 Familie zwei biologische 
Hauptfunktionen zugewiesen. Zum einen scheinen sie als essentielle Regulatoren bei der 
späten Entwicklung zu agieren, was vor allem bei C. elegans und D. melanogaster 
untersucht wurde (Bashirullah et al., 2003; Großhans et al., 2005). Bei Hühnern und 
Mäusen konnte nachgewiesen werden, dass let-7 bei der Gliedmaßen-Entwicklung eine 
wichtige Rolle spielt (Lancman et al., 2005; Mansfield et al., 2004), allerdings ist die 
exakte Rolle der let-7 Familie innerhalb der Säugetierentwicklung noch relativ 
unbekannt. Neben dem Einfluss innerhalb der Differenzierung haben die let-7 miRNAs 
ebenfalls eine wichtige Rolle als Tumorsupressoren. Es konnte gezeigt werden, dass let-
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7 und rat sarcoma (RAS) bei humanen Krebsarten interagieren (S. M. Johnson et al., 
2005) und let-7g die Tumorgenese bei einem nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom 
blockieren kann, was durch die Suppression von RAS vermittelt wird (Kumar et al., 
2008). Einige let-7 Familienmitglieder unterdrücken Zellzyklus-Regulatoren, wie Cyklin 
A, Cyklin D1, Cyklin D3 sowie CDK4 und blockieren aberrantes Zellwachstum in 
Krebszellen (C. D. Johnson et al., 2007; Schultz et al., 2008). Im Fall von let-7a konnte 
ein Einfluss auf die MYC Expression gezeigt werden, was zu einem inhibierten 
Zellwachstum in Burkitt-Lymphoma Zellen führte (Sampson et al., 2007). 
 
 
1.1.2. siRNA 
 
Seit der Entdeckung der siRNA (Simons & Kleckner, 1983) wurde diese als 
Forschungswerkzeug genutzt, um die Genfunktion in verschiedenen Zelltypen 
untersuchen zu können und die Proteinexpression zu beeinflussen. Der siRNA vermittelte 
RNAi Signalweg dient ursprünglich als natürlicher Abwehrmechanismus gegen 
eindringende RNA-Viren, bei welchem pathogene doppelsträngige RNA Moleküle 
erkannt und diese daraufhin abgebaut werden (Carthew & Sontheimer, 2009).  
Diese exogenen siRNAs (exo-siRNAs) können nicht nur natürlichen Ursprungs sein, 
sondern auch als synthetische siRNA in das Zytoplasma eingebracht werden.  
Beim Einbringen langer dsRNAs (>30 Nukleotide) führt dies zur Aktivierung des 
angeborenen Immunsystems, genauer gesagt des Interferon (IFN) Signalweges, der zum 
Abwehrmechanismus gegen virale Infektionen gehört (Gantier & Williams, 2007). Wenn 
die Prozessierung durch die Ribonuklease Dicer (s. nächsten Abschnitt) allerdings 
umgangen wird, was durch synthetisch hergestellte siRNAs möglich ist, kann eine IFN 
Antwort verhindert werden (Caplen et al., 2001; Elbashir et al., 2001). Auch wenn spätere 
Studien vermuten lassen, dass synthetische siRNAs eine partielle IFN Antwort induzieren 
können, was unter anderem Sequenz abhängig sein kann (Bridge et al., 2003; Sledz et al., 
2003), dient die siRNA als ein wirkungsvolles Werkzeug zur Gen-Inaktivierung und 
besitzt ein großes therapeutisches Potential. 
Dieses wurde in den letzten Jahren erkannt, woraufhin siRNAs als „small molecules“ 
Arzneimittel von mehreren Pharmafirmen in die Entwicklung aufgenommen wurden. Bei 
den ersten klinischen Tests führte die Verwendung unmodifizierter siRNAs zu toxischen 
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Nebeneffekten und nicht zum erwünschen RNAi Effekt (DeVincenzo et al., 2010; 
Kleinman et al., 2008). Jedoch konnten durch eine ständige Weiterentwicklung des 
siRNA Designs, der chemischen Formulation und sorgfältigerer Sequenzauswahl, 
mehrere siRNA Arzneimittel-Kandidaten in die klinischen Testphasen II und III 
aufgenommen werden (Setten et al., 2019). Mittlerweile gibt es auch siRNA Arzneimittel 
auf dem Markt, wie das Medikament Patisiran, welches 2018 von der US Food and Drug 
Administration (FDA) zugelassen wurde und zur Behandlung der Leberkrankheit 
Hereditären transthyretin assoziierter Amyloidose (hATTR) eingesetzt wird (Adams et 
al., 2018). 
Neben den natürlich vorkommenden und synthetischen exo-siRNAs wurden in den 
letzten Jahren auch endogene siRNAs (endo-siRNAs) identifiziert, welche vor allem in 
Pflanzen vorkommen sowie in einigen Tierarten. Diese haben ihren Ursprung aus 
Transposons, natürlich vorkommenden Antisense Transkripten oder Pseudogenen. 
(Czech et al., 2008; Ghildiyal et al., 2008; Okamura & Lai, 2008) Die Rolle von endo-
siRNAs innerhalb der Genregulation ist noch relativ unbekannt. Es gibt jedoch Hinweise, 
dass sie einen Einfluss auf alternative Spleißungsvorgänge haben, was z.B. beim Rezeptor 
CD44 in HeLa-Zellen gezeigt werden konnte (Ameyar-Zazoua et al., 2012). 
 
 
1.1.3. miRNA und sirNA Biogenese 
 
Etwa 50 % aller bisher identifizierten miRNAs werden aus Introns prozessiert und nur 
wenige aus Exons proteinkodierter Gene. Alle anderen, welche intergenisch kodiert sind, 
werden unabhängig von ihren Wirtsgenen transkribiert und besitzen einen eigenen 
Promotor (De Rie et al., 2017; Y. K. Kim & Kim, 2007). Teilweise werden mehrere 
miRNAs als ein einzelnes langes Transkript, auch Cluster genannt, synthetisiert und 
besitzen meist eine ähnliche oder gleiche Seed-Sequenz. In diesem Fall werden diese 
miRNAs zur gleichen Familie gezählt (Tanzer & Stadler, 2004). 
Beim klassischen miRNA Biogeneseweg werden transkribierte pri-miRNAs mit Hilfe 
eines Mikroprozessor Komplex, welcher aus dem RNA-Bindeprotein DiGeorge 
Syndrome Critical Region 8 (DGCR8) und der Ribonuklease Drosha besteht, zu pre-
miRNAs prozessiert (Denli et al., 2004). Dabei wird die pri-miRNA von Drosha an den 
Übergängen zur charakteristischen Hairpin-Struktur geschnitten, was zu einem zwei 
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Nukleotid langen 3'-Überhang der pre-miRNA führt (Han et al., 2004). Anschließend 
werden diese durch den Exportin 5 (XPO5)/RanGTP Komplex ins Zytoplasma 
transportiert und dort weiter durch die RNase III Endonuklease Dicer prozessiert (Denli 
et al., 2004; Okada et al., 2009). Hierbei wird der terminale Loop entfernt, sodass 
anschließend die mature imperfekte miRNA Duplexform vorliegt, welche eine Länge von 
22 Nukleotiden besitzt (Park et al., 2011). Einer der beiden Stränge des Duplex wird 
daraufhin in ATP-Abhängigkeit von einem der vier Argonaute (AGO) Proteine 
gebunden. Welcher Strang gebunden wird, entscheidet die thermodynamische Stabilität 
(Khvorova et al., 2003). Grundsätzlich bevorzugt AGO den Strang mit der schwächeren 
Stabilität, welcher daraufhin als guide Strang bezeichnet wird. Der nicht gebundene 
Strang, welcher passenger Strang genannt wird, wird vom guide Strang getrennt und im 
Anschluss abgebaut (Noland & Doudna, 2013). 
Neben dem klassischen Biogenese Weg gibt es auch Drosha/DGCR8 unabhängige 
Prozessierungen, wie z.B. bei Mirtrons oder 7-methylguanosin (m7G) pre-miRNAs, 
welche direkt mittels Exportin ins Zytoplasma transportiert werden (M. Xie et al., 2013). 
Eine Dicer unabhängige Biogenese kann ebenfalls vorkommen, wenn die pre-miRNA 
Länge zu kurz ist. In diesem Fall kann Dicer diese nicht mehr als Substrat erkennen (Yang 
et al., 2010) und AGO2 übernimmt daraufhin das Spalten der miRNA (Cheloufi et al., 
2010). 
Der minimale miRNA-induced silencing complex (miRISC) besteht aus dem guide RNA 
Strang sowie dem AGO Protein (Kawamata & Tomari, 2010). Dessen Spezifität 
gegenüber seinem mRNA Target wird mittels komplementären miRNA response elements 
(MREs) vermittelt, an welchem der guide Strang binden kann. Ob es nach der Interaktion 
zu einer Spaltung der Ziel-mRNA durch AGO kommt oder eine miRISC vermittelte 
translationale Inhibition stattfindet, hängt von der vollständigen Komplementarität der 
Bindung ab. Nur bei einer vollständigen miRNA:MRE-Interaktion wird die 
Endonuklease Aktivität des AGO-Proteins induziert und es kommt zur Spaltung der 
mRNA (Jo et al., 2015). Die miRNA:MRE Bindung wird hauptsächlich durch die ersten 
8 Nukleotide am 5'-Ende vermittelt, was der Seed-Region der miRNA entspricht 
(Ellwanger et al., 2011). Allerdings wird durch eine weitere Interaktion am 3'-Ende die 
Stabilität sowie die Spezifität der Interaktion beeinflusst (Broughton et al., 2016). 
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Wie auch bei der miRNA Biogenese werden siRNAs, wenn sie endogen exprimiert 
werden, zuerst durch die Ribonuklease Dicer im Zytoplasma in kleinere doppelsträngige 
RNA (dsRNA) Moleküle prozessiert (Piatek & Werner, 2014). Diese gekürzten dsRNAs 
sind zwischen 21 und 23 Nukleotide lang und interagieren ebenfalls mit dem RISC-
Komplex, woraufhin der passenger Strang durch AGO2 abgebaut wird. Der guide Strang 
dirigiert daraufhin den mit siRNA beladenen RISC-Komplex zur Ziel-mRNA. Durch 
vollständige Bindung an diese, was durch die lückenlose Komplementarität von siRNA 
und Ziel-mRNA zustande kommt, wird das Schneiden der mRNA durch AGO2 induziert 
(Meister & Tuschl, 2004). Hierin besteht der größte Unterschied zum miRNA 
vermittelten RNAi Effekt, bei welchem es in der Regel nicht zum direkten Spalten der 
mRNA kommt, sondern eine Hemmung der Translation zur Folge hat (s. Abb. 1). 
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Abbildung 1: Biogenese von miRNA und siRNA 
a) Transkription von miRNAs und weitere Prozessierung im Zellkern durch das Spleißosom oder den 
Mikroprozessor Komplex, bestehend aus Drosha und DGCR8. Das Pre-miRNA Transkript wird mit Hilfe 
von Exportin-5 in das Zytoplasma transportiert und dort von Dicer weiter zur doppelsträngigen 
miRNA/miRNA* prozessiert, welche von Argonaute-Proteinen identifiziert und gebunden wird. 
Anschließend folgt die Formation des RISC-Komplexes, Binden der Ziel-mRNA und darauffolgend eine 
Translationsinhibition oder eine Spaltung der mRNA (seltener).  
b) Transport von endo-siRNA oder shRNA durch Exportin-5 aus dem Zellkern ins Zytoplasma. Weitere 
Prozessierung, auch von exo-siRNAs, erfolgt durch Dicer, woraufhin der Doppelstrang von einem 
Argonaute-Protein gebunden werden kann. Im Anschluss formiert sich der RISC-Komplex und die Ziel-
mRNA wird gebunden, was eine Spaltung dieser durch AGO2 zur Folge hat.  
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1.1.4. AGO und RISC 
 
Alle Klassen der kleinen RNAs interagieren innerhalb des RNAi Mechanismus mit einem 
AGO-Protein und demzufolge auch mit dem RISC-Komplex. Die vier humanen Proteine 
der AGO Familie (AGO1-4) besitzen alle eine molekulare Masse von ca. 100 kDa und 
haben eine ähnliche Struktur zueinander (Jinek & Doudna, 2009). Diese unterscheidet 
sich nur bei einigen wenigen nicht-konservierten Aminosäuren im aktiven Zentrum 
(Faehnle et al., 2013). Die restlichen vier konservierten Domänen setzen sich aus der N-
terminalen-Domäne, der PIWI/Argonaute/Zwille (PAZ)-Domäne, der MID-Domäne und 
der PIWI-Domäne zusammen (Müller et al., 2020). Die PAZ-Domäne übernimmt dabei 
die Aufgabe der Verankerung des 3'-Endes und die MID-Domäne bindet an das 5'-
Phosphat der guide RNA (Boland et al., 2010; Yan et al., 2003). Es konnte gezeigt 
werden, dass neben den anderen AGO-Proteinen vor allem AGO2 mRNA-
Spaltungsaktivität besitzt (Meister et al., 2004), welche unter anderem über die N-
terminale-Domäne vermittelt wird, die für das richtige Positionieren der kleinen RNA 
verantwortlich ist (Hauptmann et al., 2013). Die PIWI-Domäne ist ein weiterer Bereich, 
der für die katalytische Aktivität wichtig ist. Diese ist vergleichbar mit der RNase H 
Domäne und beinhaltet die katalytische Tetrade DEDH (Nakanishi et al., 2012), welche 
für die Spaltung von RNA benötigt wird. Neben AGO2 konnte auch AGO1 als weiterer 
Kandidat zur Vermittlung des RNAi Effektes identifiziert werden. Es wurde kürzlich eine 
Isoform von AGO1 nachgewiesen, welche 33 Aminosäuren länger ist und daraufhin als 
AGO1x benannt wurde (Ghosh et al., 2019). Diese Isoform ist in der Lage miRNAs zu 
binden, wobei sie jedoch nicht mit GW182 interagieren kann. Dies führt dazu, dass eine 
posttranslationalen Repression der Ziel-mRNA induziert wird, wobei jedoch keine 
Spaltung stattfindet (Singh et al., 2019). 
Durch die essentielle Funktion der AGO-Proteine innerhalb des RNAi-Mechanismus, 
können diese dessen Aktivität stark beeinflussen. Bei AGO2 konnte gezeigt werden, dass 
es stark posttranslational modifiziert werden kann, was einen Einfluss auf seine Stabilität 
und somit auch auf die Aktivität von miRNAs und siRNAs hat (Meister et al., 2004). 
Nicht nur der Phosphorylierungsstatus spielt dabei eine große Rolle (Quévillon 
Huberdeau et al., 2017), sondern auch die Acetylierung von AGO. Hierbei konnte gezeigt 
werden, dass eine Acetylierung von AGO2 zu einer erhöhten miR-19b Prozessierung 
führen kann (H. Zhang et al., 2019).  
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Die RISC Bildung unterscheidet sich bei miRNAs und siRNAs kaum und beginnt mit 
dem Beladen des miRNA/miRNA* oder siRNA Duplexes in ein AGO-Protein 
(Kawamata & Tomari, 2010). Dieser Prozess ist dynamisch und benötigt eine ATP-
Hydrolyse (Iwasaki et al., 2010; Yoda et al., 2010). Durch die Bindung der 5'-
Phosphatgruppe der kleinen RNA wird der guide Strang identifiziert, da dieser durch 
seine geringere Stabilität besser an die MID-Domäne binden kann (H. I. Suzuki et al., 
2015). Anschließend findet die Ablösung des passenger Strangs statt, wobei die richtige 
Positionierung der RNA, sowie der N-Domäne des AGO-Proteins, eine wichtige Rolle 
spielen. Nach der Bindung der RNA ändert die N-Domäne ihre Position, was zu einem 
Lösen der ersten Basenpaare am 3'-Ende der RNA führt. Diese Konformationsänderung 
ist essentiell für die anschließende Ablösung des passenger Strangs (Kwak & Tomari, 
2012). Diese kann entweder ohne oder mit Spaltung des passenger Strangs ablaufen. Im 
Fall eines AGO-Proteins, welches keine Spaltungs-Aktivität besitzt, werden beide RNA 
Stränge langsam weiter voneinander getrennt (Kawamata et al., 2009), wobei die PAZ-
Domäne für eine Ablösung ohne Spaltung des passenger Strangs benötigt wird (Gu et al., 
2012). Wenn ein AGO -Protein jedoch Spaltaktivität besitzt, wird diese durch die 
Konformationsänderung der N-Domäne aktiviert und der passenger Strang wird 
gespalten und löst sich vom Komplex (Matranga et al., 2005; Rand et al., 2005), welcher 
nun in der Lage ist, die Ziel-RNA zu spalten oder deren Translation zu inhibieren. 
Wenn der RISC-Komplex zu einer perfekt komplementären Ziel-RNA geleitet wird, 
kommt es zu einer Aktivierung der PIWI-Domäne des AGO2-Proteins (Yanli Wang et 
al., 2008). Dies führt wiederum zu einer Hydrolyse der Phosphodiesterbindung der Ziel-
RNA, welche daraufhin von zellulären Exonukleasen weiter abgebaut werden kann 
(Orban & Izaurralde, 2005). Anschließend löst sich die small RNA vom RISC-Komplex 
ab, welcher dann wieder mit der nächsten miRNA oder siRNA beladen werden kann. 
Dies geschieht allerdings nur im Fall einer vollständigen Bindung an die Ziel-RNA. Bei 
mismatches und nicht vollständigem Binden der kleinen RNA an die Ziel-RNA, was vor 
allem bei miRNAs der Fall ist, kommt es nicht zu einer Hydrolyse der Ziel-RNA, sondern 
zu deren translationalen Repression. Es konnte noch nicht ganz im Detail geklärt werden, 
wie diese Repression vermittelt wird. Es wird jedoch vermutet, dass das Silencing der 
mRNA vor allem mittels eines Rekrutierens weiterer Faktoren durch die Argonaute 
Proteine induziert wird. Dabei spielen die GW182-Proteine eine zentrale Rolle, welche 
direkt mit den AGO-Proteinen interagiert und weitere Faktoren zur mRNA rekrutieren 
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Zu diesen zählen unter anderem die Deadenylase Komplexe PAN2-PAN3 oder CCR4-
NOT, welche die Poly(A)-Deadenylation der mRNA übernehmen (Christie et al., 2013). 
Der Abbau der 5'-Cap Struktur erfolgt anschließend durch das decapping protein 2 
(DCP2) woraufhin eine 5'-3' Degradation der mRNA durch die Exoribonuklease 1 
(XRN1) stattfinden kann (Braun et al., 2012). 
 
 
1.1.5. Antisense-Oligonukleotide 
 
Als Antisense-Oligonukleotid (ASO) wird ein einzelsträngiges DNA-Molekül 
bezeichnet, welches via Watson-Crick Basenpaarung an eine komplementäre mRNA oder 
miRNA binden und so Proteinexpressionen spezifisch beeinflussen kann (S. Crooke, 
2005). Es existieren mehrere Mechanismen durch welche ein ASO-induzierter Protein 
Knockdown oder eine Steigerung der Translation zustande kommen kann (s. Abb. 2). 
Neben der Rekrutierung von RISC-Komplexen oder dem Einsetzen eines AntimiRs, stellt 
die Rekrutierung und Induktion der endogenen Endonuklease RNase H eine weitere 
Option dar. Die RNase H, welche einen entstandenen RNA-DNA Heteroduplex mittels 
einer 2-Metallionenkatalyse hydrolisieren kann (Rosta et al., 2011), besteht aus einer N-
terminalen RNA und RNA/DNA Hybrid Bindedomäne (RHBD) aus ca. 50 Aminosäuren 
(Cerritelli & Crouch, 1995). Diese wird durch einen flexiblen Linker mit der C-terminalen 
katalytischen Domäne verbunden (H. Wu et al., 2001). Bis heute konnten zwei humane 
RNase H Enzyme identifiziert werden (RNase H1 und RNase H2) (Eder & Walder, 1991; 
Frank et al., 1998), welche sich vor allem in ihrer zellulären Lokalisation, Struktur und 
Expressionsrate unterscheiden (Lima et al., 2004, 2016; Y. Suzuki et al., 2010) sowie in 
ihrer ASO-vermittelte RNA Spaltung. Für diese scheint vor allem die RNase H1 
verantwortlich zu sein, was in mehreren Studien beobachtet werden konnte (Liang et al., 
2017; H. Wu et al., 2004).Die Rnase H hat eine starke Sequenzpräferenz (Kiełpiński et 
al., 2017). Dies kann dazu führen, dass die Endonuklease bei Bindung eines ASO an seine 
Ziel-RNA nicht rekrutiert wird. In diesem Fall kann das Binden des ASOs zu einer 
sterischen Blockade führen, wodurch die ribosomalen Untereinheiten nicht mehr an die 
mRNA binden können und so die Translation, trotz gleichbleibender mRNA-Spiegel, 
vermindert wird (Johansson et al., 1994). Die sterische Blockade ist jedoch nicht so 
effektiv wie die Spaltung eines mRNA-Moleküls.  
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Neben den schon genannten Mechanismen kann durch die Bindung eines ASOs ebenfalls 
ein alternatives Spleißen der mRNA induziert werden, wodurch Proteinfunktionen 
wiederhergestellt oder auch inhibiert werden können (Peacey et al., 2012). 
 
 
Abbildung 2: Schematische Darstellung der Antisense-Mechanismen 
Antisense-Oligonukleotide können über verschiedene Mechanismen ihre Effekte ausüben. Bei der RNase 
H und RISC-Rekrutierung kommt es zur Spaltung der Ziel-mRNA. Bei der Spleiß-Modifikation durch ein 
Antisense-Oligonukleotid führt dies entweder zur Exon-Deletion oder Insertion und das Einsetzen eines 
AntimiRs kann zur Steigerung der Translation einer Ziel-mRNA führen. (Verändert nach Schoch & 
Miller, 2017) 
  
Neben einem ausführlichen Design der ASO Sequenz, was Thermostabilität, GC-Gehalt, 
Bindungsenergie und Zugänglichkeit der Zielsequenz mit einschließt, ist die chemische 
Modifikation des ASOs entscheidend für dessen Wirkung. Hierüber können Nuklease-
Resistenzen, Bindungsaffinität, ein Verhindern von toxischen Nebeneffekten und das 
Einbringen in die Zelle verbessert werden (Shen & Corey, 2018). 
Während der Entwicklung der chemisch modifizierten ASOs sind verschiedene 
Generationen entstanden. Bei der ersten Generation wurde innerhalb des Phosphat-
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Rückgrats eines Nukleotids der nicht-brückenbildende Sauerstoff durch ein 
Schwefelatom ersetzt (Eckstein, 2000). Diese Phosphorothioat-Modifikation (PS-
Modifikation) führt zu einer höheren Nuklease-Resistenz, jedoch ebenfalls zu einer leicht 
reduzierten Affinität zur mRNA, da die Schmelztemperatur des ASO-mRNA 
Heteroduplex herab gesetzt wird (S. T. Crooke, 2000).  
Eine weitere Verbesserung der Nuklease-Resistenz sowie eine stärkere Affinität zur Ziel-
RNA wurde bei der zweiten Generation der chemisch modifizierten ASOs erreicht. Dafür 
wurden ASOs mit einer 2'-Alkyl-Modifikation der Ribose entwickelt, wozu 2'-O-Methyl 
(2'-OMe) und 2'-O-Methoxyethyl (2'-MOE) Substitutionen gehören (Shen & Corey, 
2018). Diese führen jedoch zu keinem RNase H vermittelten Abbau der RNA (Altmann 
et al., 1996), weswegen eine weitere Entwicklung dieser ASOs von Nöten war. Um eine 
spezifische RNA Spaltung durch die RNase H zu ermöglichen, wurden sogenannte 
gapmer ASOs entwickelt. Diese besitzen einen zentralen Bereich aus etwa 10 PS 
modifizierten oder unmodifizierten DNA-Nukleotiden, welche an beiden Seiten (5'- wie 
auch 3'-Ende) von weiteren 2'-OMe oder 2'-MOE PS modifizierten Nukleotiden umgeben 
sind (McKay et al., 1999). Durch diesen Aufbau wird es der RNase H ermöglicht sich an 
den zentralen Bereich des ASOs zu setzen, wobei die positiven Eigenschaften der 2'-
Alkyl-Modifikation der ASO-Enden trotzdem erhalten bleiben. 
Peptid-Nukleinsäuren (PNA), locked nucleic acids (LNA) und Phosphoramidat 
Morpholino Oligomere (PMO) gehören zur dritten Generation der ASOs und bringen 
weitere Verbesserung bezüglich der Biostabilität und Pharmakokinetik mit sich (Gleave 
& Monia, 2005; Jens Kurreck, 2003). Die PNA sind synthetische DNA-Mimik Moleküle 
bei welchem das Phosphodiester-Rückgrat durch einen flexibleren Pseudopeptid-
Polymer (N-(2-aminoethyl)glycine) ausgetauscht wurde. Des Weiteren sind die Basen 
durch eine Methylen-Carbonyl-Bindung mit dem Rückgrat verbunden (Nielsen, 2004; 
Nielsen et al., 1991). Bei den PNAs handelt es sich um ungeladene Nukleotide, was zu 
einer besseren Affinität und Spezifität der DNA-DNA und DNA-RNA Bindung sowie zu 
einer höheren Biostabilität führt. Jedoch wird hierbei kein Protein Knockdown mittels 
RNase H induziert und das Einbringen in Zellen ist erschwert (Koppelhus & Nielsen, 
2003; Nielsen, 2004).  
Die LNA-Nukleotide weisen eine zusätzliche Methylenbrücke zwischen dem 2'-
Sauerstoff und 4'-Kohlenstoff auf und wurden Ende der 90er erstmals beschrieben (Obika 
et al., 1997; Wengel, 1999). Diese eingeschränkte Konformationsfreiheit begünstigt die 
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Stabilität der LNA-Nukleotide sowie eine erhöhte Affinität zum komplementären DNA 
oder RNA Strang (Suresh & Priyakumar, 2013). Die Stabilität wird vor allem durch eine 
starke Erhöhung der Schmelztemperatur und durch eine verbesserte Endo- und 
Exonukleaseresistenz hervorgerufen (Nagahama et al., 2009). Wie bei den PNAs sind 
LNA- Nukleotide kein Spaltsubstrat für die RNase H, können aber als gapmer Form zu 
einer effizienten RNA Degradation führen (J. Kurreck, 2002). Des Weiteren zeichnen sie 
sich im Vergleich zu den folgend beschriebenen PMOs durch ein verbessertes Einbringen 
in Zellen aus, was durch das negativ geladenen Rückgrat der LNA begünstigt wird. 
Bei den PMO ASOs handelt es sich um ungeladene Nukleinsäuren, bei welchen der 
Ribosezucker durch einen 6-fachen Morpholinoring ausgetauscht wurde und anstelle 
einer Phosphodiesterbindung eine Phosphoramidatbindung besitzt (Amantana & Iversen, 
2005). Auch hier wird der ASO Effekt über eine sterische Interferenz vermittelt und nicht 
durch die RNase H Aktivität. Die zelluläre Aufnahme ist bei den PMOs sehr ineffizient, 
jedoch konnte gezeigt werden, dass dies durch eine Konjugation mit arginine-rich peptide 
(ARP) deutlich verbessert werden kann (Nelson et al., 2005). 
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Abbildung 3: Schematische Darstellung von Antisense-Oligonukleotid Modifikationen 
In grün sind unmodifizierte DNA- und RNA-Nukleotide dargestellt. Die Rückgrat Modifikationen (blau) 
können aus Phosphorothioate (PS), Peptid Nukleinsäuren (PNA) oder Morpholino (PMO) bestehen. Bei 
den Zuckerring Modifikationen (rot) handelt es sich meist um 2‘-O-Metoxyethyl (2‘-O-MOE), 2‘-O-
Methyl (2‘-O-Me) und Locked Nucleic Acid (LNA) Modifikationen. 
 
Es gibt zurzeit einige Antisense-Oligonukleotide, die als Arzneimittel zugelassen wurden 
und bei verschiedenen humanen Krankheiten eingesetzt werden. Schon Ende der 90er 
wurde das Mittel Fomivirsen von der FDA zugelassen, welches die Translation eines 
Zytomegalievirus-Proteins inhibiert und somit gegen Zytomegalievirus-induzierte 
Retinitis eingesetzt werden konnte (Jabs & Griffiths, 2002). Im Jahr 2013 wurden zwei 
weitere Mittel auf den Markt gebracht, Mipomersen und Lomitapide, welche beide zur 
Behandlung von Hypercholesterinämie eingesetzt werden (Blom et al., 2018; Duell et al., 
2016). Zur Behandlung von Muskelerkrankungen wurde 2016 Eteplirsen und Nusinersen 
zugelassen. Eteplirsen wird zur Behandlung der Muskeldystrophie Duchenne eingesetzt 
und bindet dabei an ein Exon der Dystrophin RNA, was zu einem alternativen Spleißen 
der RNA und einem nur eingeschränkt funktionalen Protein führt. Bei Nusinersen 
hingegen handelt es sich um ein ASO welches bei der Therapie gegen spinale 
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Muskelatrophie verwendet wird. Hierbei wird ein Exon zusätzlich in die mRNA 
aufgenommen, welches die Generierung von funktionslosen Proteinen verhindert und die 
Menge des funktionalen survival motor neuron-2 Proteins erhöht (Goyal & 
Narayanaswami, 2018). 
 
 
1.2. Synthetische RiboNukleasen  
 
Eine Alternative zu Oligonukleotid-basierten Wirkstoffen, welche durch blockierende 
Wechselwirkungen mit der Ziel-RNA oder durch Rekrutierung zelleigener 
Ribonukleasen agieren, stellt der Einsatz von synthetisch hergestellten Ribonukleasen 
dar. Viele Oligonukleotid-Modifikationen führen dazu, dass diese nicht mehr durch die 
RNase H erkannt werden. Wenn ein Antisense-Oligonukleotid jedoch mit einem Molekül 
verbunden ist, welches die RNA nach Hybridisierung selbst schneiden kann, könnte diese 
Problematik umgangen werden, weshalb sich in den letzten Jahrzehnten viele 
Forschungsgruppen mit der Entwicklung von künstlichen Nukleasen beschäftigt haben. 
 
Wie bei der DNA werden RNA-Nukleotide ebenfalls über eine 3'-5'-
Phosphodiesterbindung miteinander verknüpft. Dabei ist jedoch die Stabilität dieser 
Verbindungen um ein Vielfaches kleiner als bei DNA-Molekülen (Gates, 2009). Die 
geringere Halbwertszeit der RNA-Phosphodiesterbindung ist durch die D-Ribose 
Zuckereinheit bedingt. Dadurch besitzt RNA im Vergleich zur DNA in ihrem Rückgrat 
eine zusätzliche 2'-OH-Gruppe, welche bei der Spaltung der Phosphordiesterbindung als 
internes Nukleophil dienen kann. Bei der Hydrolyse des RNA-Rückgrats greift die 2'-
OH-Gruppe nukleophil am Phosphoratom an, woraufhin ein 2',3'-zyklisches Phosphat 
entsteht, was weiter zu 2' und 3'-Phosphat hydrolysiert wird. (Lönnberg, 2011).  
Viele körpereigene Nukleasen enthalten ein oder mehrere Metallionen, wie z.B. die 
RNase H, und es konnte gezeigt werden, dass zweiwertige Metallionen die Hydrolyse 
von RNA stark beschleunigen können (Eichhorn & Butzow, 1965). Dies führte dazu, dass 
in den letzten Jahren eine Vielzahl von metallbasierten synthetischen Nukleasen 
entwickelt wurden. Viele dieser künstlichen Ribonukleasen basieren auf 
Lanthanoidkomplexen, bei welchen eine Halbwertszeit der RNA-Substrate von ca. zwei 
Stunden erreicht wird (Magda et al., 1997). Noch schnellere Reaktionszeiten konnten 
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durch Kupfer-Phenanthrolin-Komplexe erlangt werden, welche 80 % des RNA Substrates 
innerhalb einer Stunde hydrolisieren konnten (Murtola et al., 2010). 
Eine etwas geringere katalytische Aktivität besitzen synthetische Ribonukleasen auf der 
Basis von Zinkionen, welche allerdings im Hinblick auf in vivo Verwendungen recht 
interessant sind, da das intrazelluläre Zn2+ für die Bildung von spaltaktiven Komplexen 
genutzt werden könnte (Putnam & Bashkin, 2000).  
Im Hinblick auf eine biologische Anwendung der metallhaltigen künstlichen 
Ribonukleasen sind hierbei dennoch einige Grenzen gesetzt. Die Stabilität des 
Metallkomplexes bedingt die Aktivität des Phosphodiester-Spalters, welche unter 
Umständen im zellulären Millieu verringert wird. Des Weiteren können einige der in den 
spaltaktiven Komplexen verwendeten Metallionen toxische Nebenwirkungen 
verursachen (Franklin, 2001). 
Dies führte dazu, dass sich einige Forschungsgruppen mit der Entwicklung metallfreier 
Nukleasen beschäftigt haben, welche im Folgenden beschrieben werden. 
 
 
1.2.1. Metallfreie synthetische 
Ribonukleasen 
 
Bei der Entwicklung von metallfreien Ribonukleasen orientierte sich die Forschung an 
den Aminosäuren, die bei der Phosphodiesterhydrolyse durch natürliche Ribonukleasen 
eine wichtige Rolle spielen. Hierbei diente vor allem die RNase A als Vorbild, da diese 
kein Metallion als Co-Faktor benötigt (J. M. Thomas et al., 2009). 
Synthetische metallfreie RNA-Spalter basieren demzufolge häufig auf Amino-, Imidazol- 
oder Guanidingruppen, welche eine saure oder basische Katalyse der 
Phosphodiesterhydrolyse ermöglichen (Pia̧tek et al., 2004). Die metallfreien Spalter 
besitzen den großen Vorteil einer geringeren Toxizität und der Möglichkeit auch im 
zellulären Umfeld aktiv zu sein. Die Spaltaktivität der metallfreien Nukleasen liegt jedoch 
meist deutlich unter der von metall-basierenden Komplexen. Diese konnte allerdings 
durch weitere Veränderungen am Oligonukleotid-Teil verbessert werden. So konnte ein 
Spalter auf Basis einer Diethylentriamin (DETA) Verbindung durch Konjugation mit 
einem PNA-Oligonukleotid Substrate mit eine Halbwertszeit von 8 Stunden spalten 
(Verheijen et al., 2000). Künstliche Ribonukleasen auf der Basis von Imidazol besitzen 
eine hohe Abhängigkeit vom jeweiligen RNA-Substrat und konnten nur bei der 
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Verwendung von tRNA als Substrat ähnlich schnelle Spalt-Kinetiken hervorbringen 
(Beloglazova et al., 2002). Des Weiteren wurden kürzlich Konjugationen aus einem 
Oligonukleotid und dem Peptid Acetyl-[(Leu-Arg)2Gly]2 entwickelt, wobei ein 
synergistischer Effekt zwischen RNase H und dem Konjugat beobachtet sowie Effekte in 
Zellkultur Experimenten sowie in Mausmodellen gezeigt werden konnten (Patutina et al., 
2019). 
 
 
1.2.1.1. Tris(2-aminobenzamidazol) 
 
Neben Imidazol haben auch Verbindungen mit Guanidinium-Gruppen ein großes 
Interesse als RNA Spalt-Wirkstoffe geweckt (Komiyama & Inokawa, 1994). Guanidin ist 
die funktionelle Gruppe der Aminosäure Arginin und gehört zum katalytisch-aktiven 
Bereich einiger Nukleasen, wie z.B. der Staphylokokken-Nuklease (Cotton et al., 1979). 
Des Weiteren ist die Guanidinium-Gruppe eine Substruktur der Guanin Base, welche in 
Haarnadel-Ribozymen beim Protonentransfer von der attackierenden 2'-OH Gruppe zum 
Phosphoratom beteiligt ist (Rupert & Ferré-D’Amaré, 2001). Bei physiologischem pH-
Wert liegen Guanidinium-Gruppen als Guanidiniumionen vor, wodurch sie in der Lage 
sind, in ihrer unmittelbaren Nähe die Elektronendichte zu reduzieren. 
Eine Spaltaktivität von Guanidinium-Gruppen gegenüber RNA Molekülen wurde schon 
in den 1990er Jahren berichtet (Smith et al., 1993). Auch die Göbel Arbeitsgruppe konnte 
2005 zeigen, dass ihr Guanidin-Spalter Tris(2-aminobenzimidazol) spezifisch RNA 
degradieren kann (Scheffer et al., 2005). In den letzten Jahren konnte die Halbwertszeit 
der gespalteten RNA-Substrate mit dieser artifiziellen Ribonuklease auf 10 bis 20 
Stunden verringert werden (Dogandzhiyski et al., 2015). Der Wirkmechanismus der 
Phosphodiesterspaltung beinhaltet dabei einen nukleophilen Angriff durch die 2'-OH-
Gruppe an das Phosphoratom und die Bildung von 2',3'-zyklischen Phosphaten. Diese 
Spaltung ist dabei spezifisch für RNA und hydrolisiert keine DNA (Gnaccarini et al., 
2006; Scheffer et al., 2005).  
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1.3. Untersuchte Onkogene und 
Proteine 
 
1.3.1. P21 
 
Der Cyclin-dependent kinase (CDK) Inhibitor P21, auch unter dem Namen p21waf1/cip1 
oder CDKN1A (Abbas & Dutta, 2009) bekannt, ist ein 165 Aminosäuren langes Protein, 
welches zur Familie der CIP/KIP Inhibitoren gehört (Gartel, 2006). P21 ist vor allem als 
Zellzyklus Inhibitor bekannt, wobei es das Fortschreiten des Zellzyklus am G1/S 
Phasenübergang durch Inhibition der Cycline E/CDK2 und D/CDK4 (Holland et al., 
2001) vermittelt sowie den Übergang in die S-Phase (Ferrándiz et al., 2012).  
Neben der Zellzyklusregulierung hat P21 einen Einfluss auf verschiedene zelluläre 
Reparaturmaßnahmen von strahleninduzierten DNA-Schäden (Lei et al., 2010; Macleod 
et al., 1995). Dabei bindet es an das proliferating cell nuclear antigen (PCNA) und 
verhindert so die DNA Replikation und das Eintreten in die Mitose (R. Li et al., 1994). 
Einen Einfluss auf die Apoptose konnte ebenfalls nachgewiesen werden, wobei sich 
dieser antagonistisch äußern kann. Bei einer Herunterregulation von P21 konnte eine 
erhöhte Apoptose und erniedrigte Proliferation beobachtet werden (A. Chen et al., 2015), 
was ebenfalls bei Antisense Experimenten gezeigt werden konnte (Polyak et al., 1996). 
Dieser anti-apoptotische Effekt durch P21 konnte bei Keratinozyten jedoch nur bei 
Abwesenheit von DNA-Schäden beobachtet werden und änderte sich zu einem pro-
apoptotischen Effekt nach UV-induzierten DNA-Schäden in den Zellen (A. Chen et al., 
2015). Somit agiert P21 nicht nur als Inhibitor der Zellproliferation, sondern ebenfalls als 
Inhibitor der Apoptose. Dieser gegensätzliche Effekt konnte auch schon bei anderen 
wachstumsstimulierenden Onkogenen gezeigt werden, wie bei MYC und E2F1 
(Pelengaris et al., 2002; Pützer & Engelmann, 2013) und ist eng mit der zellulären 
Lokalisation von P21 verbunden. Diese wiederum hängt vom Phosphorylierungsstatus 
von P21 ab, welches an Thr-145 (durch AKT1/PKB, PKA, PKC und PIM1) und Ser-146 
(durch AKT1, PIM1 und PKC) phosphoryliert werden kann (Karimian et al., 2016). Zum 
einen führt die Phosphorylierung an Thr-145 zur Inhibition der Interaktion von PCNA 
und P21, was eine verstärkte Proliferation und Defekte in der Reparatur von 
Basenfehlpaarungen zur Folge hat (Y. S. Jung et al., 2010). Zum anderen wird dadurch 
die Lokalisation von P21 im Zytoplasma stabilisiert, da sich Thr-145 innerhalb der 
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nuclear localization sequence (NLS) befindet und es dadurch nicht in den Nukleus 
transportiert werden kann (Zhou et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass P21 im 
Zytoplasma als Inhibitor der Apoptose fungiert, indem es die Funktion von mehreren 
Faktoren inhibiert, wie z.B. von apoptosis signal regulating kinase 1 (ASK1) (Huang et 
al., 2003). Ebenfalls inhibiert es dort den ROCK/LIMIK/COFILIN Signalweg, was zu 
erhöhter Proliferation, Zellinvasion und Metastase der Zellen führt (S. Lee & Helfman, 
2004). Die Phosphorylierung an Ser-146 führt ebenfalls zu einer verminderten Interaktion 
mit PCNA, vor allem jedoch zu einer starken Erhörung der Halbwertszeit von P21, was 
in Gliobastomazellen gezeigt werden konnte (Y. Li et al., 2002). 
P21 wird jedoch nicht nur über dessen Phosphorylierung reguliert, sondern auch über 
viele verschiedene Transkriptionsfaktoren und Protein-Interaktionen. Der wichtigste 
transkriptionelle Regulator stellt P53 dar. Dieser wird durch verschiedene Stressarten wie 
DNA-Schäden oder oxidativen Stress induziert und kann über zwei konservierte P53-
Bindungselemente an den Promotor von P21 binden, was dessen Expression anschließend 
hochreguliert (Y. S. Jung et al., 2010). Des Weiteren kann P21 durch Breast cancer 
susceptibility gene 1 (BRCA1) hochreguliert werden, was P53-unabhängig, wie auch 
P53-abhängig vermittelt werden kann (Mullan et al., 2006). Einen weiteren Effekt auf die 
P21 Expression besitzt der TGFβ-Signalweg, welcher durch die SMAD 
Transkriptionsfaktoren und mitogen-activated protein kinase (MAPK) vermittelt wird. 
(Hu et al., 1999; Pardali et al., 2005). Eine Herunterregulation der Expression von P21 
kann auch über das Proto-Oncogen MYC vermittelt werden. Dieser Effekt wird nicht 
direkt übertragen, sondern indirekt durch Transkriptionsfaktoren, wie MIZ-1 (S. Wu et 
al., 2003) oder AP4 (P. Jung et al., 2008). MYC ist ebenfalls verantwortlich für eine 
Hochregulation des miR-17-92 Clusters, zu welchem die miRNAs miR-17-5p und miR-
20a gehören. Diese haben wiederum einen direkten Einfluss auf P21, indem sie an dessen 
mRNA binden und dessen Expression vermindern (Ivanovska et al., 2008; Maren Thomas 
et al., 2012; M. Wang et al., 2013).  
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1.3.2. PIM1 
 
Das Proto-Onkogen Proviral integration site for Moloney murine leukemia virus-1 
(PIM1) wurde 1984 zum ersten Mal als Integrationsstelle für das Moloney Leukämievirus 
beschrieben und nach diesem ebenfalls benannt (Theo Cuypers et al., 1984). Es kodiert 
für eine hoch konservierte konstitutiv aktive Serin/Threonin Kinase, die zusammen mit 
PIM2 und PIM3 die Familie der PIM-Kinasen bildet (Bachmann & Möröy, 2005). 
Im Menschen ist das PIM1 Gen auf dem Chromosom 6p21.1-p21.31 lokalisiert und 
besteht aus sechs Exons und fünf Introns. Aus dem 2684 bp langen mRNA Transkript 
werden zwei Isoformen unterschiedlicher Länge synthetisiert (Bachmann & Möröy, 
2005). Diese beiden PIM1 Isoformen entstehen durch zwei alternative Translationsstart-
Codons, wodurch ein 34 kDa und ein 44 kDa großes Protein zustande kommt. Beide 
PIM1-Proteine zeigen eine identische in vitro Kinase-Aktivität, jedoch weisen sie eine 
unterschiedliche Lokalisation innerhalb der Zelle (Y. Xie et al., 2006) sowie 
unterschiedliche Halbwertszeiten auf (Saris et al., 1991). Es wird vermutet, dass die 
beiden PIM1 Isoformen unterschiedliche Targets phosphorylieren können, allerdings 
wurde dies erst in wenigen Studien untersucht (Katsube et al., 2016; Y. Xie et al., 2006; 
Yingqiu Xie et al., 2008) und wird meist nicht individuell für beide Proteine betrachtet. 
 
 
Abbildung 4: Aufbau des PIM1 Gens 
Das humane PIM1 Gen ist auf dem Chromosom 6 lokalisiert und codiert 6 Exons mit langen 5'- und 3'-
UTRs. Die beiden Protein Isoformen entstehen durch alternative Startcodons, besitzen jedoch beide eine 
aktive Kinase Domäne (Nawijn et al., 2011). 
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Die Regulation der PIM1 Expression wird auf mehreren Ebenen eng kontrolliert. Da 
PIM1 als Effektor am Ende vieler Zytokin-Signalwege agiert, wird die Kinase auf 
transkriptioneller Ebene vor allem durch Wachstumsfaktoren, Hormone und Zytokine 
reguliert, wie GM-CSF, IL-3, -5, -7 und -12 (Bachmann & Möröy, 2005; Z. Wang et al., 
2001). Diese aktivieren den Januskinase und Signal Transducers and Activators of 
Transcription Signalweg (Jak-STAT), welcher einen direkten Einfluss auf die PIM1 
Expression hat (Miura et al., 1994; Z. Wang et al., 2001). PIM1 mRNA Transkripte haben 
des Weiteren nur eine kurze Halbwertzeit, da innerhalb der 3'-UTR mehrere Kopien einer 
AU-reichen destabilisierenden Sequenz liegen. An diese AU-reichen Elemente (ARE) 
kann das Protein Tristetraprolin (TTP) binden, welches den Zerfall der mRNA 
beschleunigt (Mahat et al., 2012). Im Gegensatz dazu wurde ebenfalls von einer Bindung 
des HuR Proteins an ein ARE innerhalb der PIM1 mRNA berichtet, welches die Stabilität 
der mRNA fördert (Blanco et al., 2016). Eine weitere post-transkriptionale Regulation 
von PIM1 stellen miRNAs da, welche ebenfalls innerhalb der der 3'-UTR binden können. 
Ein modulierender Effekt auf die Proteinexpression wurde mittlerweile bei verschiedenen 
miRNAs beschrieben, wie z.B. durch miR-33a (M. Thomas et al., 2012) oder miR-328 
(Eiring et al., 2010). Eine effektive Herunterregulation der Proteinexpression konnte 
ebenfalls durch die siRNA1491 gezeigt werden, welche wie die schon genannten 
miRNAs an die 3'-UTR der PIM1 mRNA binden kann (Weirauch et al., 2013). 
Auch auf translationaler Ebene wird die Expression des Onkogenes reguliert. Eine lange 
GC-reiche Region innerhalb der 5'-UTR sorgt für eine Cap-abhängige Translation 
(Hoover et al., 1997) und dient als Bindestelle für den eukaryotic translation initiation 
factor 4E (EIF4E), welcher den Export aus dem Nukleus induziert sowie zu einer 
Erhöhung der Translation führt (Culjkovic et al., 2006). 
Da PIM1 eine konstitutiv aktive Kinase ist, braucht sie keine weitere post-translationale 
Modifikation für ihre Aktivität. Allerdings wird auch auf dieser Ebene die Protein-
Stabilität und Aktivität reguliert. Es konnte gezeigt werden, dass eine Phosphorylierung 
durch die Tyrosin-Kinase ETK an Stelle Y218 zu einer erhöhten PIM1-Kinase Aktivität 
führt (O. Kim et al., 2004). Im Gegensatz dazu führt eine Bindung von PIM1 an die 
Serine/Threonin Protein Phosphatase 2A (PP2A) zur Dephosphorylierung, 
Ubiquitinierung und schließlich zum proteasomalen Abbau von PIM1 (Losman et al., 
2003; Ma et al., 2007). Ein Stabilitäts-Einfluss durch verschiedene heat shock Proteine 
(HSP) konnte ebenfalls nachgewiesen werden. Hierbei führt eine Bindung mit HSP90 zu 
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einer Stabilisierung der PIM1-Proteinspiegel (Mizuno et al., 2001), wohingegen HSP70 
an ubiquitinylierte PIM1-Proteine bindet und deren proteasomalen Abbau fördert (Shay 
et al., 2005). In 2017 konnte gezeigt werden, dass PIM1 auch von small ubiquitin-like 
modifier (SUMO) an zwei unabhängigen Positionen modifiziert wird, was nicht nur einen 
Einfluss auf den Proteinspiegel, sondern auch auf die Kinaseaktivität besitzt. Des 
Weiteren wird vermutet, dass durch die Sumolierung eine Veränderung der 
Substratspezifität ausgelöst wird (Iyer et al., 2017). 
 
 
Abbildung 5: Regulations-Netzwerk um PIM1 
PIM1 wird durch verschiedene Faktoren, wie Zytokine, Hormone oder Wachstumsfaktoren über den 
JAK/STAT Signalweg direkt induzierend reguliert. Ebenfalls miRNAs, wie miR33a, oder HSP-Proteine 
haben einen direkten Effekt auf die Expression und Stabilität von PIM1. Die Phosphorylierungstargets 
von PIM1 können induzierend wie auch inhibierend durch die Phosphorylierung reguliert sein (grün oder 
rot), was einen Einfluss auf den Zellzyklus, Apoptose und das Zellwachstum hat. 
 
Die PIM-Kinasen werden in vielen Geweben exprimiert, wie z.B. im Knochenmark, 
Thymus, Niere, Prostata oder Hippocampus (Eichmann et al., 2000).  
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Hierbei spielt PIM1 eine große Rolle bei der Proliferation, Differenzierung, Apoptose 
und Tumorgenese (Z. Wang et al., 2001), was durch die vielen verschiedenen Substrate 
vermittelt wird, welche in der Regulation der oben genannten Vorgänge beteiligt sind. In 
2004 konnte gezeigt werden, dass das Protein Bad durch PIM1 phosphoryliert werden 
kann und es somit einen indirekt positiven Einfluss auf das Überleben der Zelle hat (Aho 
et al., 2004). Ebenfalls konnte nachgewiesen werden, dass P21 und P27 
Phosphorylierungstargets sind (Morishita et al., 2008; Zeping Wang et al., 2002) und die 
Aktivität der Phosphatase Cdc25A, welche den G1 Zellzyklus reguliert, durch PIM1 
erhöht werden kann (Mochizuki et al., 1999).  
Neben der Regulation der G1- und S-Phase konnte ebenfalls ein Einfluss auf die Mitose 
nachgewiesen werden, wobei PIM1 das Protein nuclear mitotic apoptose protein 
(NuMA) modifiziert, welches für den Zusammenbau des Spindelapparates verantwortlich 
ist (Bhattacharya et al., 2002). Aber auch außerhalb des Zellzyklus konnten potentielle 
PIM1 Substrate identifiziert werden, wie HP1 oder PAP1, welche in der Gen-Stilllegung 
und Regulation von mRNA Spleißung eine wichtige Rolle spielen (Koike et al., 2000; 
Maita et al., 2000).  
Ein weiteres Target, das Onkogen MYC, zeigt eine erhöhte transkriptionelle Aktivität 
sowie eine verlängerte Halbwertszeit nach einer Phosphorylierung durch PIM1 
(Pasqualucci et al., 2001; J. Wang et al., 2012).  
 
Die onkogene Eigenschaft des Pim1 Gens wurde durch dessen Überexpression in 
transgenen Mäusen identifiziert, da es hierbei in einigen Tieren Lymphome induzieren 
konnte (Theo Cuypers et al., 1984; van Lohuizen et al., 1989). Da die Häufigkeit der 
entstandenen Lymphome allerdings nicht sehr hoch war, kann man Pim1 für sich allein 
nur als schwaches Onkogen betrachten. In Kombination mit einer Überexpression des 
Onkogens MYC führte dies allerdings zu einer 100 %igen Todesrate der im Experiment 
verwendeten Mäuse (Verbeek et al., 1991). Dieser synergistische Effekt sowie die Rolle 
von PIM1 innerhalb der Krebsentstehung wurde daraufhin auch in mehreren humanen 
Krebsarten gefunden, wie in verschiedenen Leukämie- und Lymphom Varianten sowie 
bei Pankreas-, Leber-, Mund-, Prostata-, und Darmkrebs (Magnuson et al., 2010; Shah et 
al., 2008; Weirauch et al., 2013). PIM1 dient mittlerweile bei einigen Tumorarten als 
Diagnostik- und Prognosemarker, da dessen erhöhte Protein- sowie mRNA-Expression 
in Tumoren unter anderem mit einem ernsteren und schwerer zu behandelten 
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Krankheitsverlauf in Zusammenhang gebracht werden konnte (Magnuson et al., 2010). 
Interessanterweise fanden Mikkers et al. in 2004 heraus, dass knockout Mäuse, in 
welchen alle drei Pim-Kinasen deaktiviert sind, nur einen leicht veränderten Phänotyp 
zeigen und immer noch lebensfähig sowie fruchtbar sind (Mikkers et al., 2004). Dies 
macht PIM1 als Wirkstoffziel in der Krebstherapie sehr attraktiv und einige PIM1 
Inhibitoren befinden sich mittlerweile schon in präklinischen sowie klinischen Studien 
(Tursynbay et al., 2016; X. Zhang et al., 2018). Eine weitere Targeting-Strategie neben 
Kleinmolekül-Inhibitoren ist eine negative Regulation der PIM1-Proteinspiegel, was im 
Falle von siRNA und der miRNA miR-33a im Xenograft Mausmodel gezeigt werden 
konnte und einen negativen Effekt auf das Tumorwachstum hatte (Ibrahim et al., 2011). 
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2. Material und Methoden 
 
2.1. Material 
 
Alle in dieser Arbeit verwendeten Standardlaborchemikalien wurden von den Firmen 
Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe), Merck KG (Darmstadt), Sigma Aldrich 
(Taufkirchen), GERBU Biotechnik GmbH (Heidelberg) und Thermo Fisher Scientific 
(Waltham, USA) mit dem Reinheitsgrad pro analysi (p. a.) oder in chemisch reiner 
Qualität bezogen. Die Zusammensetzung der verwendeten Lösungen und Puffer wird im 
jeweiligen Materialteil angegeben und werden, wenn nicht anderes beschrieben, mit 
doppelt-destilliertem Wasser (ddH2O) hergestellt sowie gegebenenfalls zur längeren 
Haltbarkeit sterilfiltriert. 
Alle verwendeten Materialien, die in Kontakt mit Nukleinsäuren sowie pro- und 
eukaryotischen Zellen kommen, werden vor der Verwendung autoklaviert (121 °C bei 
1.0 bar). 
 
2.1.1. Verbrauchsmaterialien 
 
In der folgenden Tabelle werden die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien 
und deren Hersteller angegeben. 
Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien 
Bezeichnung Hersteller 
96-Well-Platte MicroAmp™ Fast 
Optical, 0.1 mL  
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
96-Well-Platte weiß Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
24-Well-Platte (FC,Standard) Sarstedt, Nümbrecht 
12-Well-Platte Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Carestream® BioMax® light film  Kodak, New York, USA 
Deckgläschen 22 cm x 22 cm Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Einmalküvetten Sarstedt, Nümbrecht 
Einmaltransferpipetten  Sarstedt, Nümbrecht 
Einmalpipettenspitzen  Sarstedt, Nümbrecht 
Material und Methoden 
27 
 
Einmalspritzen B. Braun, Melsungen 
Flaschenaufsatzfilter 500 mL, 0,2 µm Sarstedt, Nümbrecht 
Glasperlen Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Handschuhe, Nitril SATRA Technology Center, Ketterin UK 
Kanülen B. Braun, Melsungen 
Kryoröhrchen 2 ml Sarstedt, Nümbrecht 
MicroAmp™ Optical Adhesive Film  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Parafilm Pechiney Plastic Packaging, Chicago 
USA 
PCR-Reaktionsgefäße  
Multiply®-μStrip Pro 0,2 mL  
Sarstedt, Nümbrecht 
PCR-Reaktionsgefäße Sarstedt, Nümbrecht 
Petrischalen 92 × 16 mm  Sarstedt, Nümbrecht 
PVDF Membran Immobilon-P Merck, Darmstadt 
Reaktionsgefäße 1,5 mL, 2 mL Sarstedt, Nümbrecht 
Schraubenröhrchen 5 mL, 10 mL Sarstedt, Nümbrecht 
Serologische Pipetten 2 mL, 5 mL, 10 
mL, 25 mL, 50 mL 
Sarstedt, Nümbrecht 
Skalpell B. Braun, Melsungen 
Spritzenvorsatzfilter Filtopur S, 0.2 μm  
 
Sarstedt, Nümbrecht 
Whatman Papiere 7 x 8,4 cm BioRad, Hercules USA 
Zellkulturflasche 25 cm2 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Zellkulturflasche 75 cm2 Sarstedt, Nümbrecht 
Zentrifugalfilter, Nylon 0,2 µm VWR International, Radnor USA 
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2.1.2. Enzyme 
 
Aus Tabelle 2 können die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme entnommen werden. 
Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Enzyme 
Bezeichnung Hersteller 
2x Phusion PCR Master Mix Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
5x HOT CYTOPol Blend Master Mix 
(mit 10 mM MgCl2)  
Cytogen GmbH, Wetzlar 
10 x Trypsin/EDTA-Lösung Merck, Darmstadt 
FastAP Thermosensitive alkalische 
Phosphatase 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
FastDigest DpnI Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
FastDigest KpnI Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
FastDigest EcoRI Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
FastAP Thermosensitive alkalische 
Phosphatase 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
FBS Superior Merck, Darmstadt 
Pfu DNA-Polymerase Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Protease inhibitor cocktail III, EDTA-frei Merck, Darmstadt 
T4-DNA-Ligase  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
T4-Polynukleotidkinase  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
 
 
2.1.3. Puffer und Lösungen 
 
Alle verwendeten Puffer und Lösungen sind in der folgenden Tabelle aufgelistet. 
Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Puffer und Lösungen 
Bezeichnung Hersteller / Zusammensetzung 
10x FastDigest-Puffer  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
10x T4-DNA-Ligase-Puffer  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
10x Pfu-DNA-Polymerase-Puffer Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
10 x PNK-Puffer A Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
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10 x FastAP-Puffer Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Ampicillin-Lösung 100 mg/mL Ampicillin-Na 
Acrylamide M-Bis 50 % GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg 
Bradford-Reagenz Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
5 % BSA-Lösung 5 g BSA 
Ad 100 mL 1x TBST-Puffer 
Carestream® Entwickler Lösung Kodak, New York, USA 
Carestream® Fixierer Lösung Kodak, New York, USA 
Clarity Western ECL Reagenz BioRad, Hercules USA 
Kinetik-Puffer 50 mM Tris pH 8 
Lyse-Puffer 125 mM Tris HCl pH 6,8 
4 % SDS 
1,4 M 2-Mercaptoethanol 
0,05 % Bromphenolblau 
1x PBS Gibco Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
5 % Milchpulver-Lösung 5 g Milchpulver 
Ad 100 mL 1x TBST-Puffer 
RIPA-Puffer Merck, Darmstadt 
RNA-Proben-Puffer 66 % deionisiertes Formamid 
2,6 M Urea 
0,02 % (w/v) Bromphenolblau 
0,02 % (w/v) Xylencyanol 
2x TBE-Puffer 
Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Roti-Aqua-Phenol, Roti-Phenol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Sammelgel-Puffer 0,5 M Tris-HCl pH 6,8 
0,6 % SDS 
SignalFire ECL Reagenz Cell Signaling Technology, Danvers 
USA 
Stripping Lösung 62,5 mM Tris HCl pH 6,7 
100 mM 2-Mercaptoethanol 
2 % SDS 
20 x TBS-Puffer 200 mM Tris HCl pH 7,6 
3000 mM NaCl 
TBST Puffer 1x TBS-Puffer 
0,1 % Tween 20 
Transfer-Puffer 25 mM Tris HCl pH 8,3 
192 mM Glycin 
10 % Methanol 
Trenngel-Puffer 1,5 M Tris HCl pH 8,8 
0,6 % SDS 
Western Lightning™ Plus Reagent  PerkinElmer, Massachusetts, USA 
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2.1.4. Spezifische Chemikalien 
 
Die spezifischen Chemikalien die in dieser Arbeit verwendet wurden, können aus Tabelle 
4 entnommen werden. 
Tabelle 4: Auflistung der verwendeten spezifischen Chemikalien 
Bezeichnung Hersteller 
[γ-32P]-ATP Hartmann Analytic, Braunschweig 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
LipofectamineTM2000 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
LipofectamineTM3000 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Ribonukleosidtriphosphate (rNTPs) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
GelRedTM Biotium, Fremont USA 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
 
 
2.1.5. Geräte 
 
Die in dieser Arbeit verwendeten Geräte sind in Tabelle 5 aufgelistet. 
Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Geräte 
Bezeichnung Hersteller 
Autoklav V-95 Systec GmbH, Linden 
Bakterien-Brutschrank BE400  Memmert, Büchenbach 
Bi-Destillierapparat Destamat  Heraeus, Hanau 
Brutschrank  NuAire, Plymouth USA 
Agarose-Elektrophoresekammer 
PerfectBlue™ Mini S und L  
VWR International, Radnor USA  
 
Gel-Dokumentation Gerix 1000  Biostep, Burkhardtsdorf 
Gel-Dokumentation ChemiDoc MP BioRad, Hercules USA 
Heizblock Biometra TB2  Analytik Jena AG, Jena 
Kühlzentrifuge 5810 R Eppendorf AG, Hamburg 
Kühlzentrifuge Fresco 17 Heraeus, Hanau 
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Lichtmikroskop DM IL LED Leica, Wetzlar 
Mikrotiterplatten-Reader Safire II  Tecan, Männedorf Schweiz 
Mikrowelle 8020E Privileg, Benton Harbor USA 
Mini-PROTEAN® Gelgießständer BioRad, Hercules USA 
pH-Meter Inolab WTW, Weilheim 
Pipetten Pipetman Gilson, Limburg an der Lahn 
Pipettierhilfe accu-jet® pro  Brand GMBH + CO KG, Wertheim 
Reinluftwerkbank Herasafe Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Rollenmischer Phoenix Instrument GmbH, Garbsen 
Rührer Yellow Line IKA, Staufen im Breisgau 
Safire2TM Tecan, Crailsheim 
Schüttelinkubator 3033 GFL, Burgwedel 
SDS-Elektrophoresekammer  
Mini-PROTEAN® Tetra Cell  
BioRad, Hercules USA 
Spannungsquelle PowerPac 3000  BioRad, Hercules USA 
Spektralphotometer UV5Nano  Mettler-Toledo, Columbus USA 
Tischzentrifuge Universal 320 Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen 
Tischzentrifuge 5415 D Eppendorf AG, Hamburg 
Thermocycler Biometra Thermo Analytik Jena AG, Jena 
Thermocycler Biometra Tone Analytik Jena AG, Jena 
Thermocycler Life ECO Bioer Technology, Hangzhou China 
Trans-Blot Turbo BioRad, Hercules USA 
Wasserbad neoLab Migge GmbH, Heidelberg 
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2.1.6. Größenstandards 
 
Die verwendeten Größenstandards können aus Tabelle 6 entnommen werden. 
Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Größenstandards 
Bezeichnung Hersteller 
TriDye™ 100 bp DNA  NEB, Frankfurt am Main 
TriDye™ 1 kb DNA NEB, Frankfurt am Main 
O'RangeRuler 20 bp DNA Leiter  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
PageRuler Plus Prestained Protein Leiter Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
RiboRuler Low Range RNA Leiter Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
 
 
2.1.7. Kits 
 
Die in dieser Arbeit verwendeten Kits sind in Tabelle 7 aufgelistet. 
Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Kits 
Bezeichnung Hersteller 
Dual-Luciferase® Reporter Assay 
System 
 
Promega, Wisconsin, USA 
GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
HiScribeT7 High Yield RNA Synthesis NEB, Frankfurt am Main 
Monarch® DNA Gel Extraction Kit  NEB, Frankfurt am Main 
NucleoSpin® miRNA Kit MACHEREY-NAGEL, Düren 
Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden 
Venor®GeM Classic Minerva Biolabs GmbH, Berlin 
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up 
System 
Promega GmbH, Walldorf 
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2.1.8. Kulturmedien 
 
Alle verwendeten Kulturmedien sind in der folgenden Tabelle aufgelistet. 
Tabelle 8: Auflistung der verwendeten Kulturmedien 
Bezeichnung Hersteller/Zusammensetzung 
IMDM Medium  L-Glutamine, 25 mM 
HEPES 
Lonza Group AG, Basel Schweiz 
RPMI Medium 1640 L-Glutamine Lonza Group AG, Basel Schweiz 
Opti-MEM™ Minimalmedium Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
LB-Agar-Medium  15 g Agar-Agar  
ad 1 L LB-Medium  
LB-Medium  
 
5 g Hefeextrakt 
10 g NaCl 
5 g Pepton  
ad 1 L dH2O; pH 7.5  
 
 
2.1.9. Antikörper 
 
Die in dieser Arbeit verwendeten Antikörper können aus Tabelle 9 entnommen werden. 
Tabelle 9: Auflistung der verwendeten Antikörper 
Bezeichnung Hersteller 
Anti Argonaute 2 (C34C6) Rabbit Cell Signaling, Danvers USA 
Anti Pim-1 (C93F2) Rabbit Cell Signaling, Danvers USA 
Anti p21 Waf1/Cip1 (12D1) Cell Signaling, Danvers USA 
Anti-rabbit IgG, HRP-linked #7074 Cell Signaling, Danvers USA 
Anti-mouse IgG, HRP-linked #7076 Cell Signaling, Danvers USA 
Anti β-Actin (C4) Santa Cruz Biotechnology, Dallas USA 
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2.1.10. Oligonukleotide und Plasmide 
 
Im folgenden Abschnitt werden alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide und 
Plasmide aufgeführt. 
 
2.1.10.1. Primer 
Alle verwendeten Primer wurden bei der Firma Metabion als 100 µM Lösung bestellt 
und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert. 
Tabelle 10: Auflistung der verwendeten Primer 
Bezeichnung Sequenz 5'- 3' 
siRNA v1 fwd agg aat tct aat acg act cac tat tag gga tcc tgc tgt atg ata 
tgg tg 
siRNA v1 rev agc ggt acc tag gac ccc tgg aga gtc 
siRNA final fwd gcg atg ctt gat aca gga aca aca t 
siRNA final rev tgc tcg aaa gga ata tct cca cac ac 
Primer 18 ggg cct ggg atc tgg aat 
Primer 17 ggg cct ggg atc tgg aa 
Primer 16 ggg cct ggg atc tgg a 
Primer 15 ggg cct ggg atc tgg  
  
qPCR Primer Sequenz 5'- 3' 
P21 fwd ggt gga cct gga gac tc 
P21 rev gct tcc tct tgg aga aga tc 
PIM1 fwd atc agg ggc cag gtt ttc t 
PIM1 rev ggg cca agc acc atc taa t 
miR-20a fwd gcc gcc cta aag tgc tta ta 
Universal rev gtg cag ggt ccg agg t 
ß-Aktin fwd cca acc gcg aga aga tga 
ß-Aktin rev cca gag gcg tac agg gat ag 
U 6 fwd gct tcg gca gca cat ata cta aaa t 
U 6 rev ata tgg aac gct tca cga att tg 
Random Hexamer Primer Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
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2.1.10.2. siRNA und GapmeR 
Tabelle 11: Auflistung der verwendeten siRNA und GapmeR 
Bezeichnung Sequenz 5'- 3' Hersteller 
RNA Duplex Pim1-
siRNA1491 
gga aca aca uuu aca acu cTT 
gag uug uaa aug uug uuc cTT 
Metabion, Planegg 
Silencer Negative Control 
#1 siRNA 
--- Ambion gmbH I 
Kassel, Kaufungen 
Antisense LNA TM 
GapemeR 
NM_001243186 
gag ttg taa atg ttg Qiagen, Hilden 
 
 
2.1.10.3. Modifizierte LNA- und Mixmer-
Oligonukleotide 
Tabelle 12: Auflistung der modifizierten Oligonukleotide 
Bezeichnung Sequenz 5'-3' Hersteller 
 Projekt synthetische Nuklease  
DNA Kontrolle M O tca caa cct cct aga Metabion, Planegg 
Kontrolle M K -- tca*ca*ac*ct*cc*ta*ga Eurogentec, Lüttich 
Belgien 
Konjugation AK 
Göbel 
Oligonukleotid 4 gag*tt*gt*aa*at*gt*tg Eurogentec, Lüttich 
Belgien 
Kontrolle 16 --ctc*ct*ga*ca*cg*gt*at Eurogentec, Lüttich 
Belgien 
Konjugation AK 
Göbel 
Konjugat 12 --gag*tt*gt*aa*at*gt*tg Eurogentec, Lüttich 
Belgien 
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Konjugation AK 
Göbel 
   
   
 Projekt RISC Rekrutierung  
Bezeichnung Sequenz 5'-3' Hersteller 
miR LNA t*c*a*g*t*a*c*t*c*a*g*t*a*c* Eurogentec, Lüttich 
Belgien 
Biotin-LNA 4 Biotin-(TEG)-
c*t*a*t*a*a*g*c*a*c*t*u* t*a*  
Konjugation AK 
Göbel 
mirVanaTM miRNA 
mimic – hsa-miR-33a-
5p 
--- Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, 
USA 
Adapter 8 g*a*g*t*t*g*t*a*a*a*t*g*t*t*g*—
Linker—
c*t*a*t*a*a*g*c*a*c*t*u*t*a* 
Eurogentec, Lüttich 
Belgien 
Adapter 9 gag*tt*gt*aa*at*gt*tg—Linker—
c*t*a*t*a*a*g*c*a*c*t*u* t*a* 
Eurogentec, Lüttich 
Belgien 
Adapter 9 Mixmer short gag*tt*gt*aa*at*gt*tg—Linker—
c*t*a*t*a*a*g*c* 
Eurogentec, Lüttich 
Belgien 
DNA Kontrolle M O tca caa cct cct aga aag agt aga Metabion, Planegg 
Adapter 7 c*t*c*t*t*c*t*c*c*t*g*a*c*a*—
Linker—
t*c*a*g*t*a*c*t*c*a*g*t*a*c* 
Eurogentec, Lüttich 
Belgien 
Kontrolle M Bi tca*ca*ac*ct*cc*ta*ga—Linker—
a*c*c*a*c*t*c*t* 
Eurogentec, Lüttich 
Belgien 
Adapter 21 gag*tt*gt*aa*at*gt*tg—Linker—
c*t*a*c*c*t*c*a* 
Eurogentec, Lüttich 
Belgien 
Kontrolle 2 gag*tt*gt*aa*at*gt*tg—Linker—
a*c*c*a*c*t*c*t* 
Eurogentec, Lüttich 
Belgien 
Kontrolle 3 gag*tt*gt*aa*at*gt*tg—Linker—
a*c*t*a*g*g*a*t* 
Eurogentec, Lüttich 
Belgien 
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M let7 tca*ca*ac*ct*cc*ta*ga—Linker—
c*t*a*c*c*t*c*a* 
 
Eurogentec, Lüttich 
Belgien 
K Bi a*c*c*a*c*t*c*t* 
 
Eurogentec, Lüttich 
Belgien 
K let7 c*t*a*c*c*t*c*a* 
 
Eurogentec, Lüttich 
Belgien 
Die mit * gekennzeichneten Basen sind LNA Nukleotide 
Die großgeschriebenen Basen besitzen 2'OMe Modifikationen 
 
 
2.1.10.4. RNA Substrate  
Bezeichnung Sequenz 5'-3' Herstellung 
155-mer agggauccugcuguaugauaugguguguggagauauuccuuu
cgagcagcgaugcuugauacaggaacaacauuuacaacucau
uccagaucccaggccccuggaggcugccucccaacagugggga
agagugacucuccagggguccuagguac 
T7 Transkription 
Hausprotokoll 
412-mer gguccaccuccacagccugucgccggggcccagcaaauagcag
ccuuucuggcagguccuccccucucuugucagaugcccgagg
gaggggaagcuucugucuccagcuucccgaguaccagugacac
gucucgccaagcaggacagugcuugauacaggaacaacauuua
caacucauuccagaucccaggccccuggaggcugccucccaac
aguggggaagagugacucuccagggguccuaggccucaacuc
cucccauagauacucucuucuucucauagguguccagcauugc
uggacgauaucggaucccgggcccgucgacugcagaggccug
caugcaagcuuggcguaaucauggucauagcuguuuccugug
ugaaauuguuauccgcucacaauuccaca 
T7 Transkription mit 
HiScribe T7 Kit. 
Templat: PCR-
Produkt von AK 
Göbel (Zellmann et 
al., 2019) 
 
 
2.1.10.5. Plasmide 
Im folgenden Abschnitt sind die verwendeten Plasmide aufgelistet und beschrieben. 
 
pUC19 Vektor 
 
Der Vektor Puc19 weist eine Länge von ca. 2.6 Kilobasen (kb) und besitzt eine 
Ampicillin-Resistenz. Des Weiteren zeichnet er sich durch eine multiple-cloning-site aus, 
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welche 54 Basen lang ist und von 13 verschiedenen Endonukleasen geschnitten werden 
kann. Dieser Vektor wurde zur Herstellung des RNA-Substrats 155 für die Spaltassays 
verwendet.    
 
 
psiCHECKTM-2 Vektor 
 
Mit Hilfe des psiCHECKTM-2 Vektors kann die Expression eines Targetgens durch einen 
Reporter analysiert werden. Hierbei handelt es sich um die Renilla Luciferase (hRluc), 
welche sich als primäres Reportergen upstream der multiple-cloning-site befindet. Somit 
kommt es im Fall einer Spaltung oder sterischen Blockade des eingefügten mRNA 
Bereichs zu einer Verminderung der Reporter Aktivität. Als Transfektionskontrolle wird 
die Firefly Luciferase verwendet, durch welche die Reporteraktivität der Renilla 
Luciferase auf Transfektionseffizienz und Zellanzahl normalisiert werden kann. Das 
Renilla Luciferase Gen wird durch einen SV40 Promotor reguliert; die Firefly Luciferase 
Expression durch einen HSV-TK Promotor. Des Weiteren ist das psiCHECK-2 Plasmid 
ca. 6.3 kb groß und trägt eine Ampicillin-Resistenz. In dieser Arbeit wurde das Plasmid 
für die Luciferase Assays im RISC-Umleitungs-Projekt verwendet.  
 
 
pCW8 GFP-Vektor 
 
Der pCW8 Vektor ist ein Derivat des pBluescript II SG (-) Vektors und weist eine Länge 
von 3704 bp auf (Lewis & Errington, 1996). Innerhalb des Vektors befindet sich das gfp 
Gen, welches für das green fluorescent protein (GFP) codiert (weitere Angaben sind in 
der Doktorarbeit von Michael Weber zu finden). 
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2.2. Methoden 
 
 
2.2.1. Zellkultur 
 
Alle Experimente mit eukaryotischen Zellen werden in einer Reinluftwerkbank 
durchgeführt. Die Kultivierung, sowie die Inkubation während der Experimente finden 
unter befeuchteter Atmosphäre bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank statt. 
Um einen guten Zustand der Zelllinien zu gewährleisten und ein Überwachsen innerhalb 
der Zellkulturflasche zu verhindern, werden die Zellen mehrere Male innerhalb einer 
Woche passagiert. Dafür werden diese, wenn nicht anders angegeben, zuerst mit 
vorgewärmten 1x PBS Puffer gewaschen, wodurch tote Zellen und Stoffwechselprodukte 
entfernt werden. Im Anschluss folgt eine Trypsin/EDTA (0, 25 % (w/v) Trypsin, 0,53 
mM EDTA) Inkubation von 2,5 min bei 37 °C im Brutschrank. Dadurch werden die 
Zellen vom Flaschenboden abgelöst und können im jeweiligen Medium aufgenommen 
werden. Danach folgt eine Zentrifugation bei 2500 rpm für 5 min und ein Absaugen des 
Überstandes. Das Zellpellet wird in 2 mL Medium gelöst und ein Teil der Zellsuspension 
wird zusammen mit frischem Medium in eine neue Zellkulturflasche überführt. 
 
 
2.2.1.1. Zelllinien 
SKOV3 
Die adhärente Zelllinie SKOV3 stammt von einem ovarialen Adenokarzinom ab und 
wurde 1970 etabliert (Fogh et al., 1977). Die Zellen werden in IMDM Medium mit 10 % 
FCS kultiviert und werden zwei bis drei Mal die Woche passagiert.  
 
K562 
Die Suspensionszelllinie K562 entstammt einer 53-jährigen Frau mit chronischer 
myeloischen Leukemie (Drexler, 1994). Diese schnell wachsende Zelllinie wird in RPMI 
Medium mit 10 % FCS kultiviert, wobei hier kein Ablösen der Zellen nötig ist. Für das 
Passagieren, welches drei Mal die Woche durchgeführt wird, werden die Zellen aus der 
Zellkulturflasche entnommen und nach der Zentrifugation 1:10 verdünnt.  
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HeLa 
Die adhärente Epithelzelllinie HeLa stammt aus einem Cervixtumor einer 31-jährigen 
Frau und wurde 1951 als erste permanente, humane Zelllinie etabliert (Scherer et al., 
1953). Die Zellen werden in IMDM Medium mit 10 % FCS kultiviert und zwei Mal 
wöchentlich passagiert. 
 
 
2.2.1.2. Bestimmung der Zellzahl 
 
Um die genaue Zellzahl pro Milliliter für ein Experiment bestimmen zu können, wird 
diese mit Hilfe einer Neubauerzählkammer bestimmt. Hierfür werden 10 µL einer 
Zellsuspension mit einem jeweiligen Volumen Trypanblau-Lösung versetzt. Dadurch ist 
es möglich tote von lebendigen Zellen zu unterscheiden. Von der Zell-Trypanblau-
Lösung werden dann 10 µL zur Auszählung unter dem Lichtmikroskop weiter verwendet. 
Die Berechnung der Zellzahl erfolgt nach folgender Formel: 
 
Σ · V · K = Zellen pro Milliliter 
 
Σ = Mittelwert der Zellzahl pro Großquadrat 
V = Verdünnungsfaktor 
K = Kammerfaktor der Neubauerzählkammer (1000) 
 
 
2.2.1.3. Transfektion 
 
Als Transfektion wird das Einbringen von Fremd-DNA oder –RNA in eukaryotische 
Zellen bezeichnet. Hierbei ist zu unterscheiden zwischen einer transienten und einer 
stabilen Transfektion. Bei einer transienten Methode wird das fremdgenetische Material 
nur zeitweise in die Zelle gebracht, wohingegen bei einer stabilen Transfektion dieses 
dauerhaft ins Genom eingebaut wird. Die hier beschriebenen Methoden zählen alle zu 
den transienten Transfektionsarten. 
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2.2.1.3.1. Elektroporation  
 
Für die Elektroporation werden die Zellen zuerst zweimal mit dem Minimalmedium Opti-
MEMTM gewaschen und anschließend 8 · 106 Zellen in 500 µL aufgenommen. Jeweils 
100 µL der Zellsuspensionslösung werden auf 4 mm Küvetten verteilt, die jeweilige 
Menge an DNA oder RNA hinzugegeben und bei 330 V für 10 Millisekunden (ms) 
elektroporiert. Anschließend werden die 100 µL Zellsuspension zu 1,9 mL vorgewärmten 
IMDM mit 10 % FCS in einem 12-Well überführt und für 48 bis 72 Stunden weiter im 
Brutschrank inkubiert. 
 
 
2.2.1.3.2. LipofectamineTM2000/3000 
 
Das kationische-Lipid Transfektionsreagenz Lipofectamine bildet mit dem negativ 
geladenen Rückgrat von Oligonukleotiden einen Komplex aus. Diese ausgebildeten 
„Liposomen“ können sich mit der negativ geladenen Plasmamembran von Zellen 
verbinden und so die verpackte DNA oder RNA in das Zytoplasma entlassen.   
 
LipofectamineTM 2000 bei Suspensionszelllinie K562 
Die Transfektionseffizienz bei Suspensions-Zelllinien wie K562 ist gewöhnlich nicht so 
hoch wie bei adhärenten Zelllinien. Deswegen wird hierbei das Transfektionsprotokoll 
abweichend von den Herstellerangaben durchgeführt, um den Kontakt der Zellen mit den 
Lipofectamine-DNA/RNA Komplexen zu erhöhen. Zuerst wird das Oligonukleotid-
Lipofectamine Gemisch hergestellt. Dafür wird die jeweilige DNA oder RNA in dem 
Minimalmedium Opti-MEMTM in einem Volumen von 50 µL verdünnt. Danach wird die 
Lipofectamine Verdünnung hergestellt, wobei für jedes Well 2 µL Lipofectamine mit 48 
µl Opti-MEMTM gemischt wird. Beide Ansätze werden zusammengefügt, sodass pro Well 
100 µL Transfektionsansatz vorliegen und diese für 20 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Bei einer 24-Well-Platte werden pro Well 5 · 105 Zellen in einem Volumen von 
400 µL  Opti-MEMTM  Medium pipettiert. Nach der Inkubation werden zu den K562 
Zellen je 100 µL Transfektionsansatz tropfenweise hinzugegeben und für 30 min bei 37 
°C und 1000 rpm zentrifugiert. Nach 5 Stunden wird jedes Well mit 1,5 mL IMDM 
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Medium mit 10 % FCS aufgefüllt und die Zellen je nach Experiment nach 48 oder 72 
Stunden geerntet. 
 
LipofectamineTM 2000 bei HeLa-Zellen 
Bei der Transfektion von HeLa-Zellen werden diese am Vortag der Transfektion in eine 
24-Well-Platte eingesät. Dabei werden pro Well 7 · 104 Zellen in 500 µL IMDM Medium 
mit 10 % FCS eingesetzt. Nach 24 Stunden werden jeweils 50 µL der DNA/RNA 
Verdünnung, sowie 50 µL der Lipofectamine Verdünnung in Opti-MEMTM für jedes Well 
vorbereitet. Hierbei werden 2,5 µL/Well Lipofectamine verwendet. Anschließend werden 
diese Vorverdünnungen gemischt und für 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das 
IMDM Medium, in welchem die HeLa-Zellen über Nacht kultivieren, wird durch 400 µL 
Opti-MEMTM Medium ausgetauscht und 100 µL der jeweiligen Tranfektionsansätze 
hinzugegeben. Nach 4-5 Stunden wird das Medium wieder abgesaugt und die Zellen mit 
500 µl IMDM mit 10 % FCS weiter kultiviert. Nach 48 oder 72 Stunden werden die 
Zellen für die weitere Untersuchung geerntet.  
 
LipofectamineTM 3000 bei HeLa-Zellen 
Das LipofectamineTM 3000 Reagenz induziert laut Hersteller gegenüber der 2000 
Variante weniger toxische Nebeneffekte, die durch die Transfektion zustande kommen. 
Hierbei wird die Transfektion nach Herstellerangaben durchgeführt. Der 50 µL 
Transfektionsansatz wird mit 1,5 µL Lipofectamine pro Well hergestellt und zu 450 µL 
IMDM Medium mit 10 % FCS hinzugegeben. Anschließend werden die Zellen 48 bis 72 
Stunden weiter kultiviert und dann zur Analyse geerntet.  
 
 
2.2.1.4. Test der Transfektionseffizienz  
 
Je nach Zellart gibt es verschiedene Möglichkeiten eine Zellinie zu transfizieren. Der 
Hauptunterschied liegt bei humanen Krebszelllinien darin, ob die Linie adhärent oder als 
Suspensionszelllinie vorliegt. Letztere lässt sich im Allgemeinen schwerer transfizieren 
und meist kann nur eine Elektroporation durchgeführt werden. Da bei dieser Methode 
jedoch ein großer Materialverlust einhergeht, wurde in dieser Arbeit ein verändertes 
Lipofectamine Protokoll getestet und mit Hilfe eines GFP Reporters quantifiziert. 
Material und Methoden 
43 
 
Hierfür werden 6 · 105 K562-Zellen pro Well in eine 24-Well-Platte vorgelegt und in 
einem Volumen von 400 µL aufgenommen. Dabei handelt es sich entweder um RPMI 
Zellkulturmedium oder Opti-MEMTM Minimalmedium. Anschließend werden 0,5 µg 
oder 1,2 µg GFP-Plasmid in 50 µL des jeweilig verwendeten Mediums verdünnt und mit 
50 µL einer Lipofectamine Lösung (2 µl/Well) vermischt. Pro Well werden 100 µL 
Transfektionsansatz zu den Zellen gegeben und diese für 15 min oder 30 min bei 37 °C 
und 1000 rpm zentrifugiert. Nach einer Inkubation von 5 Stunden im Brutschrank werden 
die Wells mit 1,5 mL RPMI Medium aufgefüllt, sodass ein Endvolumen von 2 mL 
vorhanden ist. Nach 48 Stunden werden die Zellen geerntet und mit PBS Puffer 
gewaschen und in 1 mL PBS-Puffer aufgenommen. Jeweils 200 µL der Probe werden auf 
4 Wells einer weißen 96-Well-Platte verteilt und im Safire2TM Tecan Gerät vermessen. 
Die Messung findet bei einer Bandweite von 12 nm, einer Emissionswellenlänge von 
485-515 nm und 10 Reads mit einer Integrationszeit von 40 µs statt. Die Auswertung 
erfolgt anschließend in Excel. Die Normalisierung der Werte wird mit der 
Grundfluoreszenz der Mock Proben durchgeführt, welche unter den gleichen 
Zentrifugations- und Mediumbedingungen behandelt wurden. 
 
 
2.2.1.5. Dual-Luciferase Assay 
 
Der Dual-Luciferase Assay ermöglicht eine Analyse der Translationseffizienz eines 
Reporters. Dies ermöglicht die Untersuchung der Abhängigkeit oder Regulation durch 
eine 5‘-UTR, eines Promotors, des gesamten kodierenden Bereiches oder der 3‘-UTR zu 
untersuchen. Letzteres wurde in dieser Arbeit analysiert, indem die 3‘-UTR von PIM1 
dem Reportergens nachgeschaltet wurde. Beim Dual-Luciferase-Assay werden zwei 
unterschiedliche Luciferasen verwendet. Dabei handelt es sich zum einen um die 
synthetische Renilla Luciferase (hRluc), welche als primärer Reporter die 
Translationsabhängigkeit durch die 3‘-UTR wiedergibt, und zum anderen die Firefly 
Luciferase, welche als Transfektionskontrolle dient.  
Das psiCHECKTM-2 Plasmid, welches beide Reporter sowie die 3’-UTR von PIM1 
enthält, wird zunächst zusammen mit dem jeweilig zu untersuchenden Antisense-
Oligonukleotid mit Hilfe von Lipofectamine 3000 transfiziert. Dafür wird pro Well einer 
24-Well-Platte eine Plasmidmenge von 0,5 µg pro Well, 200-400 nM des jeweiligen 
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Oligonukleotids und 1,5 µl Lipofectamine verwendet. Dies wird zu 7 · 104 HeLa-Zellen 
gegeben und für ca. 56 Stunden im Brutschrank inkubiert. Anschließend wird zur 
Messung der Luciferaseaktivität das Dual-Luciferase Reporter Assay System von 
Promega verwendet. Die Durchführung erfolgt nach den Anweisungen des Herstellers, 
was eine Zelllyse durch den im Assay enthaltenen Lysepuffer mit einschließt. Vor der 
Messung im Safire2TM Tecan Gerät werden die Lysate von der 24-Well Zellkulturplatte 
auf eine weiße 96-Well-Platte überführt und über Nacht bei -80 °C eingefroren, was die 
Zelllyse weiter unterstützt. Die Messung am Folgetag findet bei RT statt und die 
Auswertung der Lumineszenz-Werte erfolgt in Excel.   
 
 
2.2.2. Nukleinsäure Methoden 
 
 
2.2.2.1. Gelelektrophorese 
 
Durch die negative Ladung des Phosphatrückgrats von DNA und RNA ist es möglich, 
diese in einem elektrischen Feld nach ihrer Länge aufzutrennen. Die Auftrennung findet 
innerhalb einer Gelmatrix statt, die je nach Zusammensetzung ein kleineres oder größeres 
Gitternetz aufweist und so an die Art und Größe der jeweilig aufzutrennenden 
Nukleinsäuren angepasst werden kann. 
 
 
2.2.2.1.1. Agarose Gelelektrophorese 
 
Agarosegele eignen sich vor allem zur Auftrennung von DNA, da die Porengröße recht 
groß ist. Durch den Anteil an Agarose kann der gewünschte Vernetzungsgrad des Gels 
angepasst werden, sodass bei kleineren DNA-Fragmenten eine Konzentration von 0,5-2 
% (m/V) verwendet und bei längeren DNA-Molekülen die Konzentration bis auf 4 % 
erhöht wird. Dafür wird die entsprechende Menge an Agarose mit 1x TBE-Puffer 
vermischt und mehrmals bis zum Sieden erhitzt. Wenn die Agarose vollständig im Puffer 
gelöst und das flüssige Gel etwas abgekühlt ist, werden 0,1 µL/mL GelRed® hinzugefügt. 
Dieser Fluoreszenzfarbstoff interkaliert mit der Nukleinsäure und wird für die spätere 
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Detektion unter Ultraviolettstrahlung (UV-Licht) benötigt. Anschließend wird das noch 
flüssige Gel in eine Plexiglas-Vorrichtung gegossen und ein Kamm eingesetzt. Nachdem 
das Gel auspolymerisiert ist, werden mit Ladepuffer versetzte Proben in die Geltaschen 
aufgetragen und bei ca. 120 mA in 1x TBE-Puffer aufgetrennt. Die Auswertung findet 
unter UV-Licht in der ChemiDoc-Apparatur statt. 
 
 
2.2.2.1.2. Polyacrylamid 
Gelelektrophorese 
 
Im Vergleich zu Agarosegelen weisen Polyacrylamid (PAA) Gele kleinere Porengrößen 
auf und werden vor allem für kurze Nukleotide und RNA verwendet. Die PAA 
Gelelektrophorese kann entweder nativ oder durch Zufügen von Harnstoff denaturierend 
durchgeführt werden. Wie bei den Agarosegelen kann hier der Vernetzungsgrad 
individuell eingestellt werden, indem der Anteil von Acrylamid und Bisacrylamid 
geändert wird. Damit die Polymerisation der beiden Bestandteile beginnt, wird 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) und Tetramethylethylendiamin (TEMED) zugesetzt 
(Zusammensetzung Tabelle 2).  
Die Auspolymerisierung findet zwischen zwei Glasplatten statt, die durch zwei 
Plastikstreifen getrennt sind. Der anschließende Gellauf findet in 1x TBE Puffer bei ca. 
20 bis 30 mA statt und die aufzutragenden Proben werden vorher 1:1 mit Probenpuffer 
gemischt. Zur Detektion werden die Gele anschließend für 10 bis 15 min in einer 
GelRed® Lösung inkubiert und unter UV-Licht ausgewertet oder im Fall von radioaktiv 
markierten Nukleinsäuren auf eine Phosphorimager-Platte gelegt. 
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Tabelle 13: Zusammensetzung PAA-Lösung 
 20 % 
denaturierende 
PAA-Lösung 
20 % native 
PAA-Lösung 
Harnstoff 
8M 
Acrylamid/Bisacrylamid (24:1) 50 
% 
400 mL 400 mL  
10x TBE Puffer 100 mL 100 mL 100 mL 
Harnstoff 480 g  480 g 
ddH2O ad 1000 mL ad 1000 mL ad 1000 mL 
 
 
2.2.2.2. DNA Aufreinigung 
 
Es werden verschiedene Methoden genutzt, um DNA Moleküle bestimmter Länge von 
anderen zu trennen oder Reagenz-Bestandteile auszutauschen. Dabei kann die 
Auftrennung verschiedener DNA-Moleküle über ein Agarosegel genutzt werden, oder die 
Bindungseigenschaften von DNA an eine Silikamembran bei der Säulchenaufreinigung. 
 
 
2.2.2.2.1. Gel-Aufreinigung 
 
Um bestimmte DNA Moleküle von anderen zu trennen, wird eine Agarose-
Gelelektrophorese durchgeführt. Danach können mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffs 
GelRed® unter UV-Licht die verschiedenen aufgetrennten DNA-Fragmente sichtbar 
gemacht werden. Die gewünschte DNA wird mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten und 
nach Herstelleranweisung mit dem Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System oder 
dem Monarch® DNA Gel Extraction Kit aufgereinigt. 
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2.2.2.2.2. Säulchen-Aufreinigung 
 
Wenn keine Aufreinigung bestimmter DNA-Moleküle vonnöten ist, wird direkt nach 
einer PCR-Reaktion (s. 2.2.2.5.1 PCR) das Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Kit 
verwendet. Hierbei werden nicht eingebaute Nukleotide, Enzyme und Puffer-
Bestandteile vom DNA-Produkt getrennt, indem die DNA an die Silikamembran im 
Aufreinigungssäulchen bindet und alle anderen Bestandteile durchgewaschen werden. 
 
 
2.2.2.2.3. Plasmid Präparation 
 
Zur Präparation von Plasmid-DNA, werden zuerst E. coli DH5α Zellen mittels 
Hitzeschock mit dem jeweiligen Plasmid transformiert (s. 2.2.2.5.7. Transformation) und 
über Nacht auf einer Agar-Platte wachsen gelassen. 
Von 5 mL oder 300 mL Übernachtkultur (LB Medium mit 100 μg/mL Ampicillin) einer  
transformierten E. coli Kolonie wird anschließend die Plasmid-DNA mit Hilfe des 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit oder des Maxi Kit nach Herstellerangaben isoliert. Die 
in ddH2O eluierte Plasmid-DNA wird dann bei -20 °C bis zur Weiterverwendung gelagert. 
 
 
2.2.2.2.4. Phenol-Chloroform-
Extraktion 
 
Bei der Phenol-Chloroform-Extraktion werden Proteinen und Nukleinsäuren mittels 
Phasentrennung voneinander isoliert. Hierfür wird die jeweilige Probe mit dem gleichen 
Volumen Phenol gemischt und für 3 min gevortext und für 4 min bei 13.000 rpm 
zentrifugiert. Bei der DNA Aufreinigung wird Roti®-Phenol mit einem pH 7,5-8,0 
verwendet. Für die Aufreinigung von RNA, bei welcher Proteine wie auch DNA-
Verunreinigungen entfernt werden müssen, nutzt man Roti®-Aqua-Phenol mit dem pH 
Wert 4,5-5. 
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Nach dem Zentrifugationsschritt wird die obere wässrige Phase abgenommen und in ein 
neues Reaktionsgefäß überführt. In dieser befindet sich die jeweilige Nukleinsäure. Die 
untere organische Phase, welche denaturierte Proteine und Lipide enthält, wird 
verworfen. Um das restliche Phenol zu entfernen, folgt ein Waschschritt mit Chloroform. 
Hierbei wird zur Probe das gleiche Volumen Chloroform hinzugegeben und für 1 min 
gevortext. Anschließend wird für 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert und wiederum die 
obere wässrige Phase in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit Hilfe von Ethanol 
gefällt. 
 
 
2.2.2.2.5. Ethanol-Fällung 
 
Vor der Fällung wird zur jeweiligen Probe 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat pH 5.0 und 
2.5-faches Volumen 96 % Ethanol hinzugefügt. Dies wird nach kurzem Mischen für 
mindestens eine Stunde bei – 20 °C gelagert. Anschließend wird die Probe für 45 min bei 
13.000 rpm bei 4 °C zentrifugiert. Das entstandene Nukleinsäure Pellet wird nach dem 
Entfernen des Überstandes bei RT getrocknet, bis das restliche Ethanol verdampft ist. 
Danach wird das Pellet in der entsprechenden Menge an ddH2O resuspendiert und 
weiterverwendet.  
 
 
2.2.2.3. RNA Säulchen-Aufreinigung 
 
Bei der RNA Aufreinigung aus eukaryotischen Zellen wird das miRNA NucleoSpin® Kit 
zur Isolation verwendet. Die Zelllyse findet nach Herstellerangaben mit dem ML Puffer 
statt und kann anschließend nach dem Einfrieren mit flüssigen Stickstoff über mehrere 
Monate bei -80 °C gelagert werden. Das miRNA NucleoSpin® Kit ermöglicht es, alle 
RNAs zusammen oder kleine (<200 nt) und größere (>200 nt) RNA-Moleküle getrennt 
voneinander aufzureinigen. Bei der Untersuchung von miRNA-Expressionen werden in 
dieser Arbeit nur kleine RNAs aufgereinigt, wobei bei den Analysen der PIM1 mRNA 
alle Fraktionen zusammen aufgereinigt werden. 
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2.2.2.4. Konzentrationsbestimmung 
 
Um die Konzentration von DNA und RNA bestimmen zu können, werden 2 µL einer 
Probe auf die Messvorrichtung des UV Spektrometers pipettiert. Dieses misst im 
Anschluss die Absorption der Probe über einen Wellenlängenbereich von 190 bis 1100 
nm. Mit Hilfe des so erhaltenen Absorptionsspektrums können die Konzentration sowie 
der Reinheitsgrad der Probe bestimmt werden. 
Bei der Aussage über die Qualität der Probe ist das Verhältnis der Absorptionen bei 260 
nm (Nukleinsäuren) und 280 nm (Proteine) zueinander entscheidend, welches eine 
Aussage über die Verunreinigung durch Proteine angibt. Des Weiteren gibt das Verhältnis 
der Absorption bei 230 nM und 260 nM an, ob eine Verunreinigung durch Salze, Zucker 
oder andere Chemikalien vorliegt. Bei einer reinen extrahierten Nukleinsäure sollte das 
Verhältnis von 260 nm zu 280 nm zwischen 1,8 und 2 liegen und von 230 nm zu 260 nm 
>2. 
Die Formel zur Berechnung der DNA- oder RNA-Konzentration leitet sich vom Lambert-
Beerschen Gesetz ab. 
 
c [ng/µl] = A260 × Verdünnungsfaktor × Korrekturfaktor 
 
Der Korrekturfaktor von doppelsträngiger DNA ist 50 bzw. 40 bei einzelsträngiger RNA. 
 
 
2.2.2.5. Klonierung 
 
Für die Herstellung des RNA-Substrats 155 für die Spalter-Assays (s. Spaltkinetiken) 
wird zuerst die gewünschte 5`-UTR Sequenz der PIM1 mRNA in einen geeigneten 
Vektor kloniert. Hierfür wird der Vektor Puc19 und dessen Schnittstellen EcoRI und KpnI 
verwendet. Die Sequenz der Primer, über welche die PIM1 Sequenz sowie der T7 
Promoter eingebracht werden, ist im Materialteil aufgeführt. Nach diesem ersten 
Klonierungsschritt wird in einem zweiten Site-directed-mutagenesis Schritt ein 
Sequenzabschnitt von 314 Nukleotiden deletiert und dafür ein Loop von 4 Nukleotiden 
eingefügt.  
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2.2.2.5.1. PCR 
 
Die Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) dient zur 
Vervielfältigung von DNA Molekülen. Hierfür wird eine hitzestabile DNA-Polymerase, 
Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs), ein DNA-Templat und spezifische Primer 
verwendet. Das für die Polymerase nötige MgCl2, sowie die dNTPs sind hierbei im 
Mastermix schon enthalten. 
Die Reaktion findet in drei Hauptschritten statt. Zuerst wird der DNA-Doppelstrang bei 
98 °C denaturiert. Dadurch können sich anschließend die Primer während der Annealing-
Phase anlagern. Hierbei richtet sich die Temperatur an den Schmelzpunkt der Primer, 
wobei diese ein wenig unterhalb liegen sollte. Nach der Anlagerung der Primer kann die 
DNA-Polymerase an die DNA-Einzelstränge binden und diese in der Elongations-Phase 
verlängern. Diese drei Phasen werden 25 bis 30 x wiederholt, bis die Reaktion schließlich 
terminiert wird (s. Tabelle 14).  
Der Reaktionsansatz (s. Tabelle 13) wird in Mikroreaktionsgefäße pipettiert, welche vor 
der Reaktion noch kurz zentrifugiert und dann in den Thermocycler überführt werden. Im 
Anschluss können die entstandenen PCR-Produkte auf einem Agarosegel analysiert 
werden. 
 
Tabelle 14: Zusammensetzung eines PCR Ansatzes 
Substanzen Volumen 
2x Phusion Master Mix 10 µL 
Primer foward (10 µM) 1 µL 
Primer reverse (10 µM) 1 µL 
Templat  10 ng/ µL 
ddH20 ad 20 µL 
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Tabelle 15: Thermocycler-Einstellung für das PCR Programm 
Zyklusphase Temperatur Zeit 
Initialisierung 98 °C        30 s 
Denaturierung 98 °C 10 s  
25-30 
Zyklen 
Annealing x °C 20 s 
Elongation 72 °C 30 s / kb 
Termination 72 °C 10 min 
Lagerung 4 °C         ∞ 
 
 
2.2.2.5.2. Restriktionsverdau und 
Dephosphorylierung 
 
Der Restriktionsverdau ist eine Methode zur spezifischen Spaltung von DNA-Molekülen 
und wird innerhalb der Klonierung zur Linearisierung eines Plasmides oder zum 
Hinzufügen und Entfernen von bestimmten Bereichen verwendet. Bakterielle 
Restriktionsendonukleasen können fremde DNA erkennen und schneiden diese 
spezifisch nach oder vor ihrer jeweiligen 4-6 Nukleotid langen Erkennungssequenz. Bei 
der Spaltung der Phosphodiesterbindungen kann es entweder zu einer symmetrischen 
Spaltung beider DNA-Stränge kommen (blunt ends) oder zu einer versetzten, bei welcher 
5´- oder 3´- überhängende Enden entstehen (sticky ends). In dieser Arbeit werden 
ausschließlich FastDigest Restriktionsenzyme verwendet, welche alle im gleichen 
Universalpuffer aktiv sind. So kann der DNA-Verdau parallel mit zwei verschiedenen 
Enzymen durchgeführt werden   
Die Thermosensitive Alkaline-Phosphatase (FastAP) katalysiert die Freisetzung von 5'- 
und 3'-Phosphatgruppen von DNA. Hierdurch wird verhindert, dass das geschnittene 
Plasmid vor der Ligation wieder religieren kann. Da dieses Enzym im gleichen 
Universalpuffer aktiv ist wie die Restriktionsenzyme, kann dieser Schritt zusammen mit 
dem Verdau durchgeführt werden. Der 20-30 µL Ansatz (s. Tabelle 16) wird für 20 min 
bei 37 °C inkubiert und zur Inaktivierung der Enzyme nochmals für 5 min bei 80 °C. Im 
Anschluss folgt eine Kontrolle des Verdaus über Agarose-Gelelektrophorese mit 
gegebenenfalls nachfolgender Gelaufreinigung. 
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Tabelle 16: Reaktionsansatz Restriktionsverdau 
Substanzen Plasmid-Verdau Insert-Verdau 
DNA bis 1 µg 0,07 - 0,2 µg 
10x FastDigest Puffer 2 µL 3 µL 
FastDigest Enzym A 1 µL 1 µL 
FastDigest Enzym B 1 µL 1 µL 
FastAP 1 µL -  
ddH2O ad 20 µL ad 30 µL 
 
 
2.2.2.5.3. Site-directed Mutagenesis 
 
Bei der site-directed Mutagenesis können gezielt Mutationen mit Hilfe von speziell 
konstruierten Primern in bereits vorhandenen Plasmide eingebracht werden. Dabei tragen 
die Primer die gewünschte Mutation schon in ihrer Sequenz, oder es wird über die 
Positionierung der Primer eine Deletion oder Insertion eines bestimmten Abschnitts 
durchgeführt. Hierbei wird das komplette Plasmid in der PCR-Reaktion amplifiziert. Im 
Fall einer Deletion werden die jeweiligen Primer so gesetzt, dass eine Lücke zwischen 
diesen Beiden entsteht. Dieser Bereich wird während der PCR nicht amplifiziert und 
folglich aus dem Plasmid deletiert. Bei einer Insertion wird einer der beiden Primer mit 
der gewünschten Sequenz verlängert und bei einer Substitution von Nukleotiden, besitzt 
einer der beiden Primer die veränderte Mutation, die eingebracht werden soll. Das nach 
der PCR mit den site-directed Mutagenesis entstandene, veränderte Plasmid wird zuerst 
mit dem Enzym DpnI verdaut, phosphoyliert und anschließend wieder ligiert. 
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Abbildung 6: Site-directed Mutagenesis 
Schematische Darstellung des Prinzips. Primerwahl zur Deletion eines Bereichs; Primer mit 
Punktmutation bei einer Substitution; Verlängerter Primer für eine kurze Insertion 
 
 
2.2.2.5.4. DPNI Verdau 
 
Um nicht-mutierte Templat-DNA vom PCR Produkt zu trennen, wird die Endonuklease 
DpnI verwendet. Die Templat-DNA liegt in methylierter Form vor, was nicht auf die 
PCR-Produkte zutrifft. Da das Enzym DpnI nur methylierte oder hemimethylierte DNA 
abbaut, können so beide voneinander getrennt werden. Der Enzym Verdau findet nach 
Herstellerangaben im Anschluss an die PCR-Reaktion statt. 
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2.2.2.5.5. Phosphorylierung 
 
Nach der Site-directed Mutagenesis findet eine Blunt-end Ligation statt. Damit diese 
durchgeführt werden kann, muss zuerst das 5'-Ende des PCR Produktes phosphoryliert 
werden. Dafür wird die T4-Polynukleotid-Kinase nach Herstellerangaben verwendet. 
 
 
2.2.2.5.6. Ligation 
 
Bei einer Ligation findet eine enzymkatalysierte Verknüpfung zweier DNA-Fragmente 
statt. Dabei wird mit Hilfe der T4 Ligase das 3'-Hydroxy-Ende mit dem 5'-Phosphat-Ende 
der DNA unter Ausbildung einer Phosphodiesterbindung verbunden. Der 
Reaktionsansatz wird nach Herstellerangaben zusammengesetzt und für eine Stunde bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend findet die Transformation in Bakterien statt. 
Die Menge an eingesetztem PCR Produkt wird nach folgender Formel berechnet: 
 
           Insert (ng) =            250 ng Vektor · Basenpaar-Anzahl Insert 
         Basenpaar-Anzahl Vektor 
 
 
2.2.2.5.7. Transformation 
 
Für die Hitzeschock Transformation werden E.coli DH5α Bakterien verwendet. Diese 
werden zunächst auf Eis aufgetaut. Anschließend werden 50 µL der Bakteriensuspension 
mit 8 µL Ligations-Ansatz gemischt und für 30 min auf Eis inkubiert. Danach folgt ein 
Hitzeschock für 90 Sekunden bei 42 °C. Nach einem weiteren 5-minütigen 
Inkubationsschritt auf Eis wird 1 mL vorgewärmtes LB-Medium hinzugegeben und die 
Bakteriensuspension bei 37°C schüttelnd inkubiert. Im Anschluss werden die Bakterien 
kurz zentrifugiert und der Überstand bis auf ca. 100 µL abgenommen. Das entstandene 
Pellet wird im restlichen Medium wieder gelöst und zur Selektion auf eine LB-Agar-
Platte (mit 100 μg/mL Ampicillin) ausplattiert. Diese wird über Nacht bei 37 °C inkubiert 
und am Folgetag auf gewachsenen Bakterien-Kolonien untersucht. 
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2.2.2.5.8. Kolonie-PCR 
 
Mit Hilfe der Kolonie-PCR kann untersucht werden ob ein erfolgreich kloniertes Plasmid 
in Bakterien transformiert worden ist. Hierfür werden die transformierten 
Bakterienkolonien mit einer Pipettenspitze von der LB-Agar-Platte gepickt und kurz in 
50 µL ddH2O getaucht. Um mit den jeweiligen Kolonien später weiter arbeiten zu können, 
werden anschließend dieselben Pipettenspitzen zum Ausstreichen auf einer neuen LB-
Agar-Platte (mit 100 μg/mL Ampicillin) genutzt. 
Die 50 µL Bakteriensuspensionen werden dann für 5 min bei 95 °C erhitzt und 14 µL der 
Ansätze als Templat für die folgende PCR weiterverwendet. Zum Templat werden 4 µL 
des Cytopol Hot Blend Mastermix (12 mM MgCl2) pipettiert und 10 pmol des jeweiligen 
Primers. Bei der Kolonie-PCR werden Primer verwendet, die auf dem klonierten Insert 
binden können sowie in entgegengesetzte Richtung auf dem Plasmid-Backbone binden. 
Das Schema der Kolonie-PCR ist in Tabelle 3 dargestellt. Die amplifizierten PCR-
Produkte werden anschließend mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese ausgewertet. 
 
Tabelle 17: Kolonie PCR Schema 
Temperatur    Zeit Zyklenanzahl 
95 °C 15 min 1  
95 °C 15 sec  
30 59 °C 20 sec 
72 °C 20 sec 
72 °C 1 min 1 
4 °C  ∞ 
 
 
2.2.2.5.9. Glycerin Aufbewahrung 
 
Um transformierte Bakterienzellen langfristig lagern zu können, werden diese mit 
Glycerin versetzt. Dabei werden 500 µL einer E. coli DH5α Übernachtkultur mit 500 µL 
Glycerin in Kryoröhrchen gemischt und zügig bei -80 °C eingefroren und gelagert. Von 
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diesen Glycerin-Stocks können bei Bedarf kleine Mengen in flüssiges LB-Medium 
überführt werden, um wieder größere Mengen an Bakteriensuspension herzustellen. 
 
 
2.2.2.5.10. Sequenzierung 
 
Für die Sequenzierung wird ein Ansatz von 12 µL vorbereitet mit einer Konzentration 
von 100 ng/ µL der zuvor aufgereinigten DNA Probe. Es werden entweder 3 µL einer 10 
µM Primerlösung hinzugegeben oder ein Standardprimer ausgewählt, der von der 
Sequenzierfirma Seqlab hinzugefügt wird. Auf der Website von Seqlab werden die 
Proben einer Etikett-Nummer zugeordnet und anschließend mit dieser markiert. Nach 
Absenden der Probe, können die sequenzierte Sequenzen online eingesehen und im 
Programm Snapgene weiter analysiert werden. 
 
 
2.2.3. RNA Methoden 
 
 
2.2.3.1. In- vitro Transkription 
 
Für die Herstellung spezifischer RNA-Substrate wird die T7-RNA-Polymerase 
verwendet. Hierfür wird ein linearisiertes DNA-Templat, Ribonukleoside und weitere für 
die Transkription benötigte Reagenzien in einem 1000 µL Ansatz pipettiert (s. Tab. 18). 
Dieser Reaktionsansatz wird in fünf je 200 µL Ansätze aufgeteilt zu jedem 5 µL T7-
RNA-Polymerase hinzugegeben um die Transkription zu starten. Die Proben werden 
daraufhin für 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach Hinzugeben von 3 µL T7-RNA-
Polymerase wird die Inkubation nochmals für 2 Stunden durchgeführt. Um die 
Polymerase und weitere Bestandteile von der synthetisierten RNA zu trennen, folgt eine 
Phenol-Chloroform Aufreinigung, wobei hier anstatt einer Ethanol Fällung eine weitere 
Aufreinigung mittels PAA-Gel durchgeführt wird. Nach dem Gellauf wird das Gel in 
Kunststofffolie eingepackt und die gewünschte Bande mit Hilfe von UV-Licht lokalisiert 
und markiert. Mit Hilfe eines Skalpells wird die gewünschte Bande ausgeschnitten und 
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in kleinere ca. 1 cm lange Stücke geschnitten. Diese werden in ein 15 mL Röhrchen 
überführt und mit 1 M NaAc pH 5 aufgefüllt sodass alle Gelstücke bedeckt sind. Die 
Gelelution findet dann bei 4 °C schüttelnd über Nacht statt. Am Folgetag wird der 
Überstand in ein neues Röhrchen überführt und über einer Nylonsäule von restlichen 
Gelresten getrennt. Im Anschluss wird eine Ethanol-Fällung durchgeführt und das RNA-
Pellet in entsprechendem Volumen ddH2O gelöst. 
 
Tabelle 18: Reaktionsansatz T7-Transkription 
Substanzen Endkonzentration Volumen 
1 M HEPES, pH 7,5 80 nM 80 µL 
23 mM rNTPs 4 mM (Jedes) 160 µL 
3 M MgCl2 20 mM 66 µL 
100 mM DTT 10 mM 100 µL 
100 mM Spermidin 1 mM 10 µL 
DMSO 5 % 50 µL 
DNA Templat 70 µg  30 µL 
200 U/ml Pyrophosphatase 1 U/mL 5 µL 
ddH2O Ad 1000 µL 474 µL 
 
 
Im Fall eines PCR-Produktes als Templat für die in vitro Transkription, wird das 
HiScribeT7 High Yield RNA Synthese Kit von NEB nach Herstellerangaben verwendet. 
Die anschließende Aufreinigung findet wie oben beschrieben statt. 
 
 
2.2.3.2. Dephospholyierung 
 
Das jeweilige RNA-Substrat muss vor der radioaktiven Markierung zuerst 
dephosphoryliert werden, wofür die Thermosensitive Alkaline Phosphatase (FastAP) 
verwendet wird. Hierbei werden ca. 15 µg RNA mit 1 U der FastAP und 1x FastAP Puffer 
in einem 10 µL Ansatz für 25 min bei 37 °C inkubiert. Anschließend wird das Enzym bei 
einer Inkubation von 5 min bei 75 °C inaktiviert. Die dephosphorylierte RNA ist nicht 
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sehr stabil und sollte zeitnah für die radioaktive Endmarkierung weiterverwendet werden. 
Eine kurze Lagerung bei -80 °C ist möglich. 
 
 
2.2.3.3. Radioaktive 5'-Endmarkierung 
 
Um kleinste Mengen an RNA detektieren zu können, wird diese an ihrem 5'-Ende 
radioaktiv markiert. Hierfür wird das zuvor mittels T7-Transkription hergestellte RNA-
Substrat am dephosphorylierten 5'-OH mit Hilfe der T4 Polynukleotidkinase und γ32-P-
ATP phosphoryliert.  
Der Reaktionsansatz (s. Tab. 19) wird 1 Stunde bei 37 °C inkubiert und anschließend mit 
dem entsprechend gleichen Volumen an 2x RNA Probenpuffer versetzt. Daraufhin wird 
die markierte Probe auf einem 8% PAA-Gel aufgetrennt. Die gewünschte Bande wird 
nach dem Gellauf ausgeschnitten und über Nacht bei 8 °C in 1 M Natriumacetat pH 5 
schüttelnd eluiert. Das Eluat wird danach zuerst filtriert und mit Hilfe von Ethanol gefällt 
und in 10 µL ddH2O gelöst. Die Aktivität der radioaktiv markierten RNA wird mit Hilfe 
eines Szintillationszählers bestimmt. 
Bei längeren RNA-Molekülen ist das Eluieren aus einem PAA Gel sehr ineffizient. 
Hierbei wird der Schritt der Gelaufreinigung übersprungen und stattdessen eine 
Aufreinigung über eine Illustra MicrospinTM G-25 Säule durchgeführt. Alle restlichen 
Schritte werden wie weiter oben beschrieben durchgeführt. 
 
Tabelle 19: Reaktionsansatz Radioaktive 5'-Endmarkierung 
Reagenzien Volumen 
Dephosphorylierte RNA 60 pmol 
10x T4 PNK Puffer A 1,5 µL 
T4 PNK 10 U/ µL 1 µL 
γ32-P-ATP 2 µL 
ddH2O ad 15 µL 
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2.2.3.4. Reverse Transkription 
 
Für die Bestimmung der relativen RNA-Konzentration wird zuerst die RNA in cDNA 
umgeschrieben. Hierfür wird zuerst ein 13 µL Ansatz aus 1 µg RNA, 0,5 µL 10 µM 
Primer und ddH2O hergestellt, welcher für 5 min bei 65 °C in einem PCR-Gerät inkubiert 
wird. Anschließend folgt ein 5-minütiger Inkubationsschritt auf Eis und danach wird zu 
jedem Ansatz 7 µL eines Mastermixes hinzugegeben. In diesem sind Reaktionspuffer, 
Desoxynukleotide (dNTP) und die Reverse Transkriptase enthalten (s. Tab. 20). Für die 
–RT Kontrolle wird die Transkriptase durch ddH2O ersetzt. Die Proben werden dann im 
PCR-Gerät für 60 min bei 42 °C und für 10 min bei 70 ° C inkubiert. Alle Pipettierschritte 
werden auf Eis durchgeführt.  
 
Tabelle 20: Reaktionsansatz für die Reverse Transkription 
Substanzen Volumen 
RNA 1 µg 
10 µM Primer  0,5 µL 
ddH2O ad 13 µL 
 
                                                                           5 min 65 °C 
5x Reaktion Puffer 4 µL 
10 mM dNTPs 2 µL 
Reverse Transkriptase (Revert aid H minus RT) 1 µL 
 
 
2.2.3.5. RT-qPCR 
 
Für die Bestimmung der relativen RNA-Konzentration wird die quantitative Realtime-
PCR (qPCR) durchgeführt, die zusammen mit dem vorangegangenen Reverse 
Transkriptions Schritt als RT-qPCR bezeichnet wird. Hiefür wird die zuvor hergestellte 
cDNA 1:2 mit ddH2O verdünnt. Für jede cDNA Probe wird ein Mastermix hergestellt, 
welcher aus 1 µL Primerset (fwd. und rev. jeweils 2 µM), 10 µl Absolute QPCR Capillary 
Mix 2x, SYBR Green und 4 µl ddH2O besteht. In ein Well einer MicroAmpTM Fast Optical 
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96-Well Platte werden zuerst 15 µL des Mastermix vorgelegt und anschließend mit 5 µL 
der cDNA ergänzt. Dies wird pro Ansatzmenge hochskaliert für die jeweilige Anzahl an 
Proben. Danach wird die 96-Well-Platte mit einer selbstklebenden MicroAmpTM Folie 
verschlossen und kurz anzentrifugiert. Die Proben-Platte wird im Anschluss im MyiQ™5 
Real-Time PCR Detection System unter folgenden Bedingungen analysiert. 
 
Tabelle 21: Reaktionsbedingungen der qPCR Analyse 
Schritt Temperatur  Zeit Zyklen 
Initiale Denaturierung 95 °C 15 min 1 
Amplifikation 95 °C 10 sek  
55 55 °C 10 sek 
72 °C 10 sek 
Schmelzkurve 65 °C  95 °C 15 sek 1 °C pro sek 
Abkühlen 40 °C 30 sek - 
 
Die Auswertung erfolgt anschließend nach der 2-ΔΔCt Methode (Livak & Schmittgen, 
2001) 
 
 
2.2.3.6. Spaltkinetiken 
 
Vor der Spaltung wird die 5'-[32P]-endmarkierte RNA zuerst zurückgefaltet. Hierfür wird 
diese in 50 mM Tris Puffer (pH 8.0) verdünnt und anschließend bei verschiedenen 
Temperaturen inkubiert (3 min bei 95 °C, 2 min bei 85 °C, 2 min bei 75 °C, 2 min bei 65 
°C, 2 min bei 55 °C und 3 min bei 37 °C). Im Anschluss werden ca. 24 nM der 
zurückgefalteten 5'-[32P]-RNA mit der jeweiligen Konzentration des Konjugat 12 (2-300 
nM; 12,5 µM wenn für Primer Extension) bei 37 °C in einem Komplettvolumen von 20 
µl 50 mM Tris Puffer (pH 8.0) inkubiert. Zur Analyse werden nach 1, 4, 16 und 20 
Stunden jeweils 5 µL entnommen und mit 5 µL 2x RNA Probepuffer gemischt. Die 
Spaltprodukte werden anschließend auf einem 10 % oder 7 % PAA Gel aufgetrennt und 
mit dem Phosphorimager visualisiert. Die anschließende Auswertung wird mit dem 
Programm GraFit durchgeführt. 
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2.2.3.7. Primer Extension 
 
Um die Basensequenz des 5'-Endes einer RNA bestimmen zu können, wird zuerst ein 
radioaktiv markierter Primer an die zu untersuchende RNA angelagert. 
Hierfür werden 2 µg der RNA mit 1 µL des 5'-endmarkierten Primers (4000 cpm) nach 
dem SuperScriptTM III Reverse Transkriptase Herstellerprotokolls (Thermo Fisher 
Scientific) für 5 min bei 65 °C inkubiert und danach für 1 min auf Eis gelagert. 
Die anschließende Reverse Transkription findet bei 55 °C für 50 min statt. Um die 
Reaktion zu beenden werden 20 µL 2x RNA Probenpuffer hinzugegeben und auf einem 
20 % denaturierten PAA Gel aufgetrennt und analysiert (Zellmann et al., 2019). 
 
 
2.2.4. Protein-Methoden 
 
 
2.2.4.1. Zelllyse 
 
Vor der Zelllyse werden die Zellen zuerst mit 1x PBS Puffer gewaschen und anschließend 
bei 8000 rpm bei 4 °C für 10 min zentrifugiert. Nach Absaugen des Überstandes wird das 
Zellpellet für mehrere Stunden oder über Nacht bei -80 °C eingefroren. Nach dem 
langsamen Auftauen auf Eis wird das Pellet in 25-40 µL RIPA Puffer mit zugegebenem 
Protease Inhibitor Cocktail gelöst und für 30 min auf Eis inkubiert. Während dieser 
Inkubationsphase wird das Lysat alle 5 min kurz gevortext. Um unerwünschte Zell- und 
Membranreste zu beseitigen, folgt ein Zentrifugationsschritt bei 13.000 rpm für 10 min 
bei 4 °C. Der Überstand wird in ein frisches Reaktionsgefäß überführt und bei -80 °C 
weggefroren oder zur SDS Page Analyse weiterverwendet. Vor dem Gellauf werden die 
Proben 1:1 mit Probenpuffer (125 mM Tris-HCl pH 6.8, 4 % SDS, 1,4 M 2-
Mercaptoethanol, 0,05 % Bromophenolblau) gemischt und für 5 min bei 95 °C erhitzt. 
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2.2.4.2. SDS Page 
 
Um die im Zell-Lysat enthaltenen Proteine ihrer Größe nach auftrennen zu können, wird 
die SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) Methode 
verwendet. Für die Analyse des PIM1 Proteins werden 12 % SDS-Polyacrylamid-Gele 
verwendet (Zusammensetzung s. Tab.7). Zuerst wird das Trenngel zwischen zwei 
Glasplatten gegossen, welche in einer Gießapparatur befestigt sind. Dabei wird zum 
Taschenkamm etwa noch 1 cm Platz gelassen. Um ein gerades Abschließen des Trenngels 
zu gewährleisten, wird dieses im flüssigen Zustand mit Isopropylalkohol überschichtet 
und dann auspolymerisiert. Danach wird der Isopropylalkohol abgeschüttet, das 
Sammelgel wird über das Trenngel gegossen und der Taschenkamm eingesetzt. Sobald 
das Gel komplett auspolymerisiert ist, wird der Kamm entfernt und mit den jeweiligen 
Proben beladen. Die Gelelektrophorese findet in einer Gelkammer, gefüllt mit 1x SDS 
Laufpuffer, bei zunächst 80 V statt. Sobald die Proben in das Trenngel eingelaufen sind, 
wird die Spannung auf 160 V erhöht. 
 
Tabelle 22: Zusammensetzung 12 % SDS-Gel 
Substanz Trenngel Sammelgel 
 
4x Sammelgel-Puffer 
(o,6 % SDS, 1,5 M Tris-HCl pH 
8,8) 
 
 
 
 
0,45 mL 
4x Trenngel-Puffer 
(0,6 % SS, 0,5 M Tris-HCl pH 6,8) 
 
 
1 mL 
 
 
Rotiphorese Gel 30 (37,5:1) 
 
1,6 mL 0,25 mL 
APS (10 % Lösung) 
 
10 µL 12 µL 
Temed 
 
5 µL 4,5 µL 
ddH2O 1,375 mL 1,175 mL 
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2.2.4.3. Western Blot 
 
Mit Hilfe der Western Blot (WB) Methode ist es möglich, Proteine von einem Gel auf 
eine Trägermembran zu übertragen. Anschließend können diese spezifisch durch 
Antikörper nachgewiesen werden. 
Das 12 % SDS-Gel und 2 Whatman-Papiere gleicher Größe werden kurz in 
Transferpuffer (25 mM Tris-HCl pH 8,3, 192 mM Glycin, 10% Methanol) inkubiert. Eine 
entsprechend große PVDF (Polyvinylidenfluorid) Membran wird für ca. 15 Sekunden in 
Methanol geschwenkt und im Anschluss kurz in ddH2O gewaschen. Danach wird die 
Membran ebenfalls in Transferpuffer für kurze Zeit inkubiert. Auf der Blotting-Apparatur 
werden dann SDS-Gel, Whatmanpapiere und die PVDF Membran nach dem folgenden 
Schema übereinander geschichtet: 
 
---- Kathode ---- 
Whatman-Papier 
SDS-Gel 
PVDF Membran 
Whatman-Papier 
---- Anode ---- 
Abbildung 7: Schematische Darstellung des Western Blots während der Proteinübertragung in 
der Blotting-Apparatur  
 
In der Blotting-Apparatur werden die Proteine für 33 min bei 10 V auf die Membran 
geblottet. Diese wird im Anschluss für 2 h bei RT in 5 % Milchpulverlösung (5 % 
(m/V) Milchpulver in TBST-Puffer) inkubiert, um freie Bindungsstellen zu blockieren. 
Die Membran wird mit TBST-Puffer (10 mM Tris-HCl pH 7,6, 150 mM NaCl, 0,1 % 
Tween 20) gewaschen und anschließend in 4 mL Primär-Antikörper Lösung über Nacht 
bei 4 °C drehend inkubiert. Der Primär-Antikörper wurde dafür in 5 % BSA Lösung (5 
% (m/V) BSA in TBST-Puffer) zuvor verdünnt.  
Für die Sekundär-Antikörper Inkubation wird die Membran drei Mal für 5 min mit TBST-
Puffer gewaschen und für 1 h bei RT in 4 mL Sekundär-Antikörper Lösung inkubiert. Bei 
dieser Lösung wird der Antikörper in 5 % Milchpulver Lösung verdünnt. 
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Vor der Detektion wird die Membran nochmals drei Mal für 5 min in TBST-Puffer 
gewaschen. Bei K56- Zellen wird der αPIM1 Antikörper 1:1000 und der Zweitantikörper 
αRabbit 1:3000 verdünnt. Die gleiche Verdünnung wird bei der Detektion des humanen 
Argonaute2 Proteins durchgeführt. Dies ändert sich bei HeLa-Zellen bei αPIM1 auf 1:850 
und αRabbit auf 1:2500.  
 
 
2.2.4.4. Chemolumineszenz Detektion 
 
Röntgenfilm 
Bei einigen in dieser Arbeit gezeigten WBs konnte kein ChemiDoc Gerät zur Detektion 
verwendet werden. In diesem Fall wird die Detektion in einer Dunkelkammer bei Rotlicht 
durchgeführt. Dabei wird das ECL-Reagenz Western Lightning Plus-ECL entsprechend 
der Herstellerangaben verwendet. Anschließend wird auf die benetzte Membran ein 
BioMaxTM Röntgenfilm in einer Röntgenkassette aufgelegt und kurz inkubiert. Danach 
wird der Film mittels einer Entwicklerlösung und Fixiererlösung entwickelt. Zwischen 
dem kurzen Baden des Films in den Lösungen finden kurze Waschgänge in Wasser statt. 
Nach der Trocknung des Röntgenfilms kann dieser eingescannt und weiter ausgewertet 
werden. 
 
ChemiDoc 
Mit Hilfe des HRP-gekoppelten Sekundärantikörpers kann eine 
Chemolumineszenzreaktion katalysiert werden, wodurch das zu untersuchende Protein 
detektiert werden kann. Hierfür wird eine 1:1 Mischung des SignalFire™ ECL 
Reagenzes auf die PVDF Membran geschichtet und für 1 min inkubiert. Anschließend 
findet die Detektion in der ChemiDoc Apparatur für 15 min statt. 
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2.2.4.5. Strippen und β-Aktin Detektion 
 
Wenn eine zweite Immundetektion mittels Antikörper durchgeführt wird, werden zuerst 
die gebundenen Antikörper der ersten Detektion von der Membran entfernt. Hierfür wird 
diese für 15 min in Stripping-Puffer (62,5 mM Tris-HCl pH 6,7, 100 mM 2-
Mercaptoethanol, 2 % SDS) bei 50 °C schwenkend inkubiert. Anschließend wird die 
Membran dreimal für je 5 min mit TBST-Puffer gewaschen und für 2 h bei RT in 5%iger 
Milchpulver-Lösung geblockt. Bei der zweiten Immundetektion handelt es sich um die 
Detektion des konstitutiv exprimierten β-Aktins. Hierbei werden Primär- (1:10.000) und 
Sekundär-Antikörper (1:5000) zusammen in 10 mL 5 % Milchpulver Lösung verdünnt 
und für 40 min bei RT zur Membran gegeben. Die Immundetektion erfolgt wie zuvor 
beschrieben, jedoch wird die Exposition auf ca. 3 min verkürzt. 
 
 
2.2.4.6. Quantifizierung der 
Proteinexpression 
 
Zur Quantifizierung der Proteinexpression werden die aufgenommenen Dateien der 
Antikörper-Detektion in der ImageLab Software ausgewertet. Hierbei werden alle 
aufgetragenen Probenbahnen und die spezifischen Proteinbanden markiert. Dies wird für 
die PIM1 und P21 Detektion, sowie für ß-Aktin durchgeführt, wobei letzteres zur 
Normalisierung verwendet wird. Das Programm ImageLab gleicht die Intensitätswerte 
der PIM1-Banden mit denen der Kontrolle ß-Aktin ab und gibt die auf die Kontrolle 
normalisierten Proteinkonzentrationen an. Diese werden anschließend weiter in Excel 
ausgewertet und zugeordnet. 
 
 
2.2.4.7. Protein Pulldown 
 
Um untersuchen zu können, ob ein LNA-Biotin-Oligonukleotid von Argonaute 2 
Proteinen gebunden und isolieren werden kann, wird ein Pulldown-Experiment 
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durchgeführt. Hierfür werden 1 mg Proteinlysat aus K562-Zellen mit 200 nM Biotin-
LNA in Ladepuffer (0,5 x SSPE-Puffer mit 10 % Roti®-Block) rotierend über Nacht bei 
4 °C inkubiert. Für die Kontrolle wird eine Probe Zelllysat ohne Biotin-LNA ebenfalls 
über Nacht inkubiert. Um unspezifische Wechselwirkungen zu verhindern, werden ca. 70 
µL der magnetischen Streptavidin-Beads zwei Mal mit Ladepuffer gewaschen und 
anschließend in 600 µl desselben Puffers über Nacht bei 4 °C rotierend inkubiert. Am 
nächsten Tag werden die Beads 3-mal mit Inkubationspuffer (100 mM NaCl, 2 mM 
MgCl2, 50 mM Tris·HCl pH 8.0 und 10 % Roti®-Block) gewaschen und jeweils 25 µl zu 
den Lysaten mit und ohne LNA hinzugegeben. Die Proben werden bei Raumtemperatur 
für 30 min rotierend inkubiert. Anschließend findet ein mehrmaliges Waschen von 7-8 
Schritten mit Ladepuffer statt, welchem noch 2 mM DTT hinzugesetzt wird. Die 
Waschvorgänge werden in einem Eppi durchgeführt, welches an einem Magnetständer 
befestigt ist, sodass die magnetischen Beads während des Vorgangs nicht mit 
abgenommen werden können. Zu den gewaschenen Beads werden dann 15 µl Western 
Blot Lysepuffer hinzugegeben und diese für 20 min bei 95 °C aufgekocht. Der Überstand 
wird anschließend zur weiteren Analyse auf ein 10 % SDS Gel aufgetragen und ein WB 
gegen Argonaute-2 durchgeführt. 
Ergebnisse und Diskussion 
67 
 
3. Ergebnisse und Diskussion 
 
 
3.1. RISC-Umleitung durch ein 
bifunktionelles Adapter- 
Oligonukleotid 
 
Bei den meisten Tumorarten liegt eine Dysregulation vieler Proteine vor, die ebenfalls 
die Expression verschiedener miRNAs betrifft (P. S. Chen et al., 2012; Vaklavas et al., 
2017). So konnte beim Tumorsupressor P21 gezeigt werden, dass dessen Expression bei 
manchen Krebsarten, wie Darmkrebs, durch eine erhöhte Expression der miRNA-20a 
negativ reguliert wird (Sokolova et al., 2015). Im Gegensatz zu P21 ist die Expression 
des Proto-Onkogens PIM1 in vielen Tumorarten erhöht (Nawijn et al., 2011), was zu einer 
stärkeren Zellproliferation und einer Inhibition der Apoptose führen kann.  
Mit dem Einsatz eines bifunktionellen DNA/LNA-Adapter-Oligonukleotids sollen diese 
zwei dysregulierten Faktoren, die miRNA-20a und das Proto-Onkogen PIM1, 
gleichzeitig adressiert und somit ein doppelter antitumorigener Effekt erreicht werden. 
Für diesen Ansatz wird der RNAi Mechanismus genutzt, der bei der Bindung von 
miRNAs an die 3‘-UTR einer mRNA induziert wird, was meist zu einer Blockierung der 
Translation führt. Diese wird durch den Proteinkomplex RISC vermittelt, welcher unter 
anderem im humanen System das Protein Argonaute 2 (AGO2) beinhaltet. Dieser 
Proteinkomplex bindet dabei zunächst miRNA/miRNA* Duplexe und wird durch die 
gebundene miRNA im Anschluss zur Ziel-mRNA dirigiert. Der bifunktionale 
DNA/LNA-Adapter besteht aus zwei unterschiedlichen Oligonukleotid-Sequenzen, 
welche durch einen Polyethylenglykol-Linker verbunden sind (siehe Abb. 8 und 12). 
Einer der beiden Adaptersequenzen fungiert als LNA-Antimir und ist so in der Lage, 
indirekt RISC-Komplexe zu binden, welche mit der zur Adapter-Sequenz 
komplementären miRNA beladen sind. Der zweite Adapterbereich beinhaltet eine 
DNA/LNA Mixmer-Sequenz, welche gegen die 3'-UTR der PIM1 mRNA gerichtet ist. 
Dieser zweite Adaperteil besitzt den Vorteil unabhängig von RNAi Restriktionen zu sein 
und ist somit frei modifizierbar. Durch diesen Aufbau kann der bifunktionelle Adapter 
den zuvor gebundenen RISC-Komplex anschließend zur PIM1 mRNA umleiten. RISC-
Komplexe sind nicht nur für die aktive Hydrolyse von mRNAs verantwortlich, sondern 
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rekrutieren auch weitere Proteine, die den Abbau und die Deadenylierung der mRNA 
induzieren. Es wird davon ausgegangen, dass diese Vorgänge nicht durch direkte 
Interaktion mit der mRNA, sondern durch Proteininteraktionen mit dem AGO-Protein 
hervorgerufen werden (Jonas & Izaurralde, 2015). Dies ermöglicht einen doppelten 
Effekt durch das Einsetzen des bifunkionellen Adapters, wobei es nach der Bindung des 
Adapters nicht nur zu einer Funktionsinhibition der gebundenen onkogenen miRNA 
kommt, sondern gleichzeitig zur Suppression der mRNA Translation. 
 
 
Abbildung 8: Schematische Darstellung der RISC-Umleitung durch einen bifunktionellen 
Adapter 
Der bifunktionelle Adapter besteht aus einem LNA-Oligonukleotid, welches gegen eine miRNA gerichtet 
ist und einem DNA/LNA Mixmer, der an die siRNA1491 Bindestelle innerhalb der PIM1 mRNA binden 
kann (1). An ein mit miRNA beladenes Argonaute-Protein bindet der LNA-Oligukleotid Bereich des 
Adapters mittels Watson-Crick Basenpaarung (2). Das Mixmer Oligonukleotid bindet die mRNA und 
dirigiert den mit miRNA beladenen RISC-Komplex zur PIM1 mRNA (3), wodurch die Expression des 
PIM1-Proteins vermindert und gleichzeitig eine potentiell onkogene miRNA an ihrer Funktion gehindert 
wird. 
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3.1.1. Pulldown von humanen AGO2 
Proteinen aus K562 ZellLysaten 
 
Um diese Arbeitshypothese überprüfen zu können, wurde ein Pulldown Experiment mit 
K562 Zelllysaten und einem biotinylierten Antimir aus LNA-Nukleotiden durchgeführt. 
Hierbei soll getestet werden, ob es möglich ist mit miR-20a beladene humane Argonaute 
2 (hAGO2) Proteine zu binden, was essentiell für eine erfolgreiche RISC-Umleitung zur 
gewünschten mRNA ist. Die Zelllysate wurden über Nacht mit und ohne biotinyliertes 
LNA-Oligonukleotid inkubiert. Am Folgetag wurden magnetische Streptavidin-Beads 
hinzugegeben und nach mehrmaligen Waschen mittels WB und einer 
Antikörperdetektion gegen das hAGO2 analysiert (siehe Abb.9). 
 
 
Abbildung 9: WB eines hAGO2 Pulldown aus K562 Lysaten mit einem biotinylierten LNA-
Oligonukleotid 
Western Blot Analyse von hAGO2. In der ersten Gelbahn ist unbehandeltes K562 Lysat aufgetragen, in 
der zweiten Bahn K562 Lysat, welches über Nacht mit 200 nM biotinyliertem LNA-Oligonukleotid 
inkubiert und in der dritten Bahn Zelllysat, welches ebenfalls mit Streptavidin-Beads, jedoch ohne 
biotinyliertes Oligonukleotid inkubiert wurde. Die Antikörper Detektion ist mittels Röntgenfilmen 
durchgeführt worden. 
 
Wie in Abb. 9 zu sehen ist kann eine einzelne Proteinbande auf einer Höhe von ca. 100 
kDa detektiert werden, was der Größe des hAGO2-Proteins entspricht. Dies trifft auf die 
Input Kontrolle zu, welche ohne Beads und Oligonukleotid inkubiert wurde sowie auf die 
Hauptprobe, bei welcher das Zelllysat mit biotinylierter LNA und magnetischen 
Steptavidin-Beads behandelt wurde. Des Weiteren kann das hAGO2-Protein deutlich 
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durch den Pulldown angereichert werden, was die intensivere Proteinbande in der zweiten 
Bahn des Blots zeigt. Durch die Negativkontrolle, welche auf die dritte Gelbahn 
aufgetragen wurde, sollen unspezifische Bindungen an die verwendeten Streptavidin-
Beads überprüft werden. Hierbei wurde das Zelllysat mit Streptavidin-Beads, aber ohne 
LNA-Oligonukleotid inkubiert, woraufhin keine Proteinbande detektiert werden konnte. 
Dies bestätigt die Spezifität des Pulldowns und zeigt, dass keine unerwünschten 
Wechselwirkungen durch die verwendeten Beads auftreten und ausreichend 
Waschschritte durchgeführt wurden. 
 
 
3.1.2. Relative Expression von PIM1, P21 
und miR-20a 
 
Nach dem erfolgreichen Pulldown von miR-20a belandenen hAGO2-Proteinen durch das 
LNA-Antimir wurden als nächster Schritt die Expressions-Spiegel von miR-20a, der 
PIM1 und P21 mRNA in unterschiedlichen Zelllinien untersucht. Um deutliche 
Expressionsunterschiede nach einer Behandlung mit dem bifunktionellen Adapter 
erhalten zu können, ist ein hohes Expressions-Spiegel der miRNA sowie der PIM1 
mRNA wünschenswert, wobei gleichzeitig ein niedriges P21 mRNA-Spiegel vorhanden 
sein sollte. Hierfür wurden mit den Zelllinien SKOV3, HeLa und K562 RT-qPCR 
Experimente durchgeführt und die Expression der drei Faktoren vergleichend analysiert. 
Die relative Expression der drei Faktoren ist in Abb. 10 gezeigt, wobei die 
Suspensionszelllinie K562 im Vergleich zu den anderen beiden Zelllinien die optimalsten 
Voraussetzungen aufzeigt. Die miR-20a und PIM1 mRNA Expression ist in K562-Zellen 
doppelt so hoch wie in SKOV3 und HeLa-Zellen. Die P21 mRNA Expression liegt 
hingegen unter der in HeLa Zellen und ist um mehr als die Hälfte geringer als die PIM1-
Expression in K562 Zellen. Dieses Expressionsmuster ermöglicht die Analyse eines 
deutlichen Effekts auf die Repression der PIM1 Expression sowie der Derepression der 
P21 Expression in K562-Zellen. 
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Abbildung 10: RT-qPCR Analyse der miR-20a, PIM1 und P21 mRNA-Spiegel in SKOV3, HeLa 
und K562-Zellen 
Die RT-qPCR Analyse der miR-20a ist im linken Graphen, die Analyse der mRNA-Spiegel von PIM1 und 
P21 in SKOV3, HeLa und K562-Zellen im rechten Graphen abgebildet. Normalisiert wurde im Fall der 
miR-20a auf die Expression der U6 snRNA; im Fall der mRNA-Spiegel auf die β-Aktin Expression. In den 
Graphen sind jeweils die Werte zweier unabhängiger Experimente mit 2-3 technischen Replikaten 
zusammengefasst. 
 
 
3.1.3. Analyse der Transfektions-
effizienz in K562-Zellen 
 
Auch wenn das Expressionsmuster in K562-Zellen für die Testung des bifunktionalen 
Adapters optimal ist, zählt diese Suspensionszelllinie zu den schwer zu transfizierenden 
Zelllinien. Für eine erfolgreiche Transfektion von Fremd-DNA oder -RNA kann hierbei 
meistens nur eine Elektroporation durchgeführt werden. Da diese jedoch mit einem 
erheblichen Zelltod sowie einem hohen Materialverbrauch einhergeht, wurde ein 
Transfektionstest mit LipofectamineTM2000 durchgeführt. Dafür wurde das 
Standardprotokoll des Herstellers abgeändert, wobei ein Zentrifugationsschritt sowie ein 
veränderter Mediumwechsel nach der Transfektion getestet wurden. Der zusätzliche 
Zentrifugationsschritt soll die physische Annäherung der gebildeten Lipopartikel zu den 
Zellen fördern, was einer der Hauptgründe für die verminderte Transfektionseffizienz bei 
Suspensionszellen ist.  
Um die optimalen Bedingungen ermitteln zu können, wurde nach der Zugabe der 
Transfektionslösung (LipofectamineTM2000, jeweiliges Medium und GFP Plasmid) ein 
Zentrifugationsschritt von 15 oder 30 min bei 37 °C und 1000 rpm hinzugefügt. 
Zusätzlich wurde getestet, ob das eingesetzte Medium einen Einfluss auf die 
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Transfektionseffizienz besitzt. Hierbei wurde normales RPMI Medium oder das 
Minimalmedium Opti-MEMTM verwendet. In Abb. 11 ist die relative GFP-
Fluoreszenzintensität der behandelten K562-Zellen gezeigt, mit welcher auf die Effizienz 
der Transfektion zurückgeschlossen werden kann. Die höchste Intensität wird durch den 
längeren Zentrifugationsschritt von 30 min erreicht, welche sogar höher als die Intensität 
der HeLa-Kontrollprobe liegt. Ob 0,5 oder 1,2 µg Plasmid verwendet werden, scheint 
hierbei keinen großen Einfluss zu haben, wohingegen die Verwendung des 
Minimalmediums einen förderlichen Einfluss hat. Da die Transfektionseffizienz durch 
eine 30-minütige Zentrifugation verbessert werden konnte, wurden alle nachfolgenden 
Transfektionen in K562-Zellen nach dieser Methode durchgeführt. 
 
 
 
Abbildung 11: Transfektionstest eines GFP Plasmids in K562-Zellen mit LipofectamineTM2000  
Optimierung der Transfektionseffizienz mit LipofectamineTM2000 in K562-Zellen. Es wurden 0,5 oder 1,2 
µg des GFP Plasmids transfiziert. Dies wurde entweder in RPMI Medium (R) oder im Minimalmedium 
Opti-MEM (O) durchgeführt. Im Anschluss wurden die Zellen für 0, 15 oder 30 min bei 37 °C und 1000 
rpm zentrifugiert und nach 48 Stunden die Fluoreszenz im Tecan Safire 2 Gerät analysiert. Als 
Positivkontrolle wurden adhärente HeLa-Zellen verwendet. Normalisierung der Fluoreszenzintensität 
erfolgte auf die Grundfluoreszenz der Mock Proben unter den jeweilig durchgeführten Bedingungen. Im 
Graphen sind die Daten zweier unabhängiger Experimente mit jeweils 3 technischen Replikaten 
zusammengefasst. 
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3.1.4. Analyse der Adaptoren 8, 9 und 
9-s in K562-Zellen 
 
Da die optimale Zelllinie sowie eine verbesserte Transfektionseffizienz ermittelt werden 
konnten, wurden im nächsten Schritt verschiedene Adapter-Oligonukleotide in K562-
Zellen transfiziert und die Proteinexpression von PIM1, P21 und β-Aktin nach 48 Stunden 
mittels Western Blot (WB) analysiert (Abb. 13). Die Sequenzabfolge sowie chemische 
Modifikation der untersuchten Adaptoren ist in Abb. 12 dargestellt. Hierbei besitzt 
Adapter 8 die gleiche Sequenz wie Adapter 9 - der Nukleotidbereich, der gegen die PIM1 
mRNA gerichtet ist, besteht jedoch vollständig aus LNA-Nukleotiden und liegt nicht als 
DNA/LNA Mixmer vor. Der Unterschied zwischen Adapter 9 und 9-s liegt in der 
Sequenzlänge, da bei letzterem nur die Seed Region der miRNA-20a adressiert wird. 
Dadurch kann nicht nur miR-20a durch den Adapter gebunden werden, sondern auch alle 
weiteren miR-17 Familienmitglieder. Auf diese Weise ist es möglich, eine größere 
Anzahl an beladenen RISC-Komplexen binden zu können. Dass eine Adressierung der 
gesammten miR-Familie über die Seed Sequenz möglich ist, konnte schon 2011 gezeigt 
werden (Obad et al., 2011). 
 
Abbildung 12: Schematische Darstellung der verwendeten Adapter 8, 9 und 9-s sowie LNAs 
Sequenzdarstellung der Adapter 8, 9 und 9-s in 5‘ zu 3‘-Richtung. Ebenfalls dargestellt sind die Sequenzen 
des biotinylierten LNA-Oligonukleotids, welche der miR LNA-Sequenz gleicht, mit Ausnahme des 
konjugierten Biotins. In Rot sind LNA und in Blau DNA Nukleotide dargestellt. Die geschwungene Linie 
im Fall der Adapter stellt den Polyethylenglykol-Linker dar, welcher die beiden Oligonukleotid-Bereiche 
der bifunktionalen Adapter verbindet. 
 
Bei der Proteindetektion von PIM1 ist bei einigen Proben eine dreifache Bande sichtbar, 
wie im WB in Abb. 13 zu sehen ist. Diese Mehrfachbande zeigt sich ebenfalls in anderen 
myeloische Zelllinien (Cen et al., 2014), wurde in dieser Arbeit auch bei HeLa-Zellen 
beobachtet (s. Abb. 19) und tritt vor allem bei einer hohen Expression von PIM1 auf. Die 
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mittlere Bande liegt dabei auf einer Höhe von 34 kDa, was der Größe der kleinen PIM1 
Isoform entspricht. Bei der oberen Bande handelt es sich am wahrscheinlichsten um die 
phosphorylierte Form von PIM1, was auch schon in mehreren Publikation gezeigt werden 
konnte (Y. Liu et al., 2019; Muraski et al., 2007). Es könnte sich ebenfalls um die 
sumolierte Form von PIM1 handeln, jedoch ist hierbei ein größerer Shift nach oben zu 
erwarten und deswegen eher unwahrscheinlich (Iyer et al., 2017). Da das Erscheinen der 
unteren Bande konstant zur Proteinkonzentration auftritt, handelt es sich hierbei 
vermutlich um eine unspezifische Antikörperreaktion. Bei P21 zeigt sich ebenfalls bei 
einigen Detektionen eine Doppelbande, wobei es sich auch hier bei der oberen Bande 
wahrscheinlich um das phosphorylierte Protein handelt (Dash & El-Deiry, 2005). 
 
Da bei diesem Experiment die Expression von zwei unerschiedlichen Proteinen 
untersucht wurde, sind mehrere positiv sowie negativ Kontrollen eingesetzt worden. Die 
Kontrollen wurden in allen WB Analysen dieser Arbeit mit der gleichen Konzentration 
transfiziert, die der höchsten eingesetzten Konzentration der Hauptprobe im Experiment 
entspricht. Abweichungen davon sind im jeweiligen Experiment angegeben. Zu den 
Positivkontrollen gehören die siRNA1491 und das miR-33a mimic, welche beide an die 
PIM1 mRNA binden können, wodurch ein negativer Effekt auf die Proteinexpression von 
PIM1 zu erwarten ist. Eine weitere Positivkontrolle stellt die miR LNA da, deren Sequenz 
komplementär zur miR-20a vorliegt, wodurch die Derepression der P21 Expression 
überprüft werden kann. Als Negativkontrolle wurde eine Leertransfektion (L) 
durchgeführt, damit ausgeschlossen werden kann, dass die Verwendung von 
LipofectamineTM2000 einen Einfluss auf die Proteinexpressionen hat. Des Weiteren 
wurde eine unbehandelte Zelllysat Probe (Mock) aufgetragen, sowie eine unspezifische 
siRNA (siRNA -) eingesetzt.  
Wie in Abb. 13 zu sehen ist, zeigen sich bei P21 zwischen den verschiedenen Proben 
hohe Schwankungen in der Proteinexpression, die ebenfalls bei den Kontrollen auftreten. 
Eine stärkere Expression ist vor allem bei einer Konzentration von 500 nM und 1 µM von 
Adapter 9-s zu erkennen. Dies ist jedoch auch bei den Kontrollen L, siRNA- und 
siRNA1491 zu beobachten. Durch dieses Ergebnis kann keine genaue Aussage darüber 
getroffen werden, ob der derepressive Effekt auf die P21 Expression spezifisch durch das 
Einsetzen des Adapters zustande kommt oder durch unspezifische Effekte durch die 
Transfektion beeinflusst wird. Des Weiteren zeigt die Positivkontrolle siRNA1491 
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keinen Einfluss auf die PIM1 Expression, was die Interpretation der Effekte weiter 
erschwert, da dies auf eine schlechte Transfektionseffizienz hinweist. Ein möglicher 
Grund dafür könnte der Unterschied zwischen einem kurzen Oligonukleotid und dem im 
Transfektionstest verwendeten Plasmid liegen, da sich dabei die Transfektionseffizienz 
unterscheiden kann. Da jedoch durch Adapter 9-s eine Hochregulation von P21 zu 
beobachten war sowie ein gleichzeitiger, leichter Effekt auf die PIM1 Expression, wurden 
mit diesem Adapter weitere Wiederholungsexperimente durchgeführt. 
 
 
 
Abbildung 13: PIM1, P21 und β-Aktin WB nach K562 Transfektion mit Adapter 8, 9 und 9-s 
Analyse der PIM1- (oben), P21 (mitte) sowie β-Aktin-Expression (unten) mittels WB. Die Adapter A8, A9 
und A9-s wurden 48 Stunden zuvor in den jeweiligen Konzentrationen mit LipofectamineTM2000 in K562-
Zellen transfiziert sowie die Kontrollen siRNA (siRNA Negativkontrolle), siRNA1491, miR LNA (LNA 
Antimir gegen miR-20a) und miR-33a. Als weitere Kontrollen wurden ein unbehandeltes Zelllysat 
aufgetragen (Mock) und eine Transfektionsleerkontrolle (L). Die Antikörperdetektion wurde mit Hilfe 
von Röntgenfilmen durchgeführt. 
 
Um ein mögliches Selbstbinden der Adapterbereiche ausschließen zu können, wurde bei 
einem Wiederholungsexperiment mit 500 nM Adapter 9-s eine 3-minütige Erhitzung bei 
50, 75 oder 90 °C vor dessen Transfektion durchgeführt. Wie in Abb. 14 zu sehen ist, hat 
dies jedoch keinen Einfluss auf die Proteinexpression von PIM1 sowie P21. Im Vergleich 
zu den Negativkontrollen führt die Transfektion der siRNA1491 Kontrolle zu einer 
leichten Reduktion der PIM1 Expression, was für eine verbesserte Transfektionseffizienz 
spricht.  
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Abbildung 14: PIM1, P21 und β-Aktin WB nach K562 Transfektion mit Adapter 9-s 
Detektion der PIM1- (oben), P21 (mitte) sowie β-Aktin-Expression (unten) mittels WB. Der Adapter 9-s, 
wurde 48 Stunden zuvor für 3 min auf 50 °C, 75 °C oder 90 °C erhitzt und anschließend jeweils 500 nM 
mit LipofectamineTM2000 in K562-Zellen transfiziert. Die Kontrollen siRNA - (siRNA Negativkontrolle), 
siRNA1491, miR LNA (LNA Antimir gegen miR-20a) und miR-33a wurden ebenfalls mit 
LipofectamineTM2000 transfiziert. Als weitere Kontrollen wurde ein unbehandeltes Zelllysate 
aufgetragen (Mock) und eine Transfektionsleerkontrolle (L). Die Antikörperdetektion wurde mit Hilfe 
von Röntgenfilmen durchgeführt. 
 
Trotz verbesserter Transfektionseffizienz konnte wiederum kein erwünschter 
Doppeleffekt durch Adapter 9-s beobachtet werden. Da die Positivkontrolle siRNA1491 
und miR LNA einen Einfluss auf die PIM1 sowie P21 Expression haben, kann davon 
ausgegangen werden, dass die Bindestelle innerhalb der PIM1 mRNA und die miR-20a 
zugänglich sind. Eine weitere wichtige Rolle spielt jedoch das Vorkommen der jeweiligen 
gebundenen Faktoren innerhalb der Zelle. Wenn die miR 17 Familie im Vergleich zur 
PIM1 mRNA in deutlich geringeren Mengen in der Zelle vorkommt, kann der Adapter 
zwar beide Ziel-Faktoren binden; der Effekt auf die PIM1 mRNA wäre in diesem Fall 
jedoch so gering, dass dieser möglicherweise nicht über eine WB Analyse auswertbar ist.  
 
 
3.1.5. Analyse des bifunktionellen 
Adapter 21  
 
In der Veröffentlichung von Vaz et al. von 2010, in welcher die Expression verschiedener 
miRNAs in K562-Zellen untersucht wurde, zeigt sich, dass die miR-17 Familie und vor 
miR-20a im Vergleich zu anderen miRNAs um einiges geringer in dieser Zelllinie 
exprimiert wird. Um ausschließen zu können, dass darin der Grund für den fehlenden 
Effekt auf die PIM1 Expression liegt, wurde das miRNA Target von der miR-17 zur let-
7 miRNA Familie gewechselt. Wie bei Vaz et al. aufgeführt wird, ist die Expression der 
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let-7 Familie im Vergleich zur miR-17 Familie stärker in K562-Zellen ausgeprägt; vor 
allem let-7a zeigt eine über 20-fach höhere Expression im Vergleich zu miR-20a in K562-
Zellen. Des Weiteren befinden sich innerhalb der 3‘-UTR der P21 mRNA mehrere 
Bindestellen, an welche miRNAs der let-7 Familie binden können (Farberov et al., 2015; 
B. Liu et al., 2015), was es ermöglichen könnte, weiterhin beide Zielproteine durch die 
Verwendung des bifunktionalen Adapters zu adressieren. Die Mitglieder der let-7 Familie 
sind im Gegensatz zur miR-17 Familie vor allem für ihre Rolle als Tumorsuppressoren 
bekannt. Dies macht sie eher ungeeignet für das Ziel eines Doppeleffektes auf ein Proto-
Onkogen und Onkomir. Da hierfür allerdings zunächst ein erfolgreiches Umleiten von 
RISC-Komplexen und damit einhergehende Effekte nachgewiesen werden müssen, 
wurde die Untersuchung des doppelten Effektes in den folgenden Analysen nicht mehr 
stark fokussiert. Aus diesem Grund wurde die Seed Sequenz des LNA Bereichs für die 
nachfolgenden Experimente zur let-7 Seed Sequenz verändert und als Adapter 21 
benannt. Die schematische Darstellung dessen ist in Abb. 15 zu sehen. 
 
 
Abbildung 15: Schematische Darstellung weiterer Adapter-Kontrollen sowie des Adapter 21 
Sequenzdarstellung des Adaptors 21 in 5‘- zu 3‘-Richtung. Ebenfalls dargestellt sind die Sequenzen der 
Kontrollen A7, M O, M Bi, K2, K3, M let7 und die beiden kurzen LNA-Oligonukleotide K let7 sowie K Bi. 
In Rot sind LNA- und in Blau DNA-Nukleotide gezeigt. Die geschwungene Linie im Fall der Adapter 
stellt den Polyethylenglykol-Linker dar, welcher die beiden Oligonukleotid-Bereiche des bifunktionellen 
Adapters verbindet. 
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Zusätzlich zur Sequenzänderung des Adapters wurde eine weitere Negativkontrolle 
getestet. Die Viabilität der K562-Zellen nach der Leertransfektion mit 
LipofectamineTM2000 war im Vergleich zu den anderen Proben optisch schlechter (nicht 
gezeigt), weswegen ein unspezifischer Adapter als Negativontrolle verwendet wurde. 
Dieser Adapter 7 besitzt keine Spezifität zur PIM1 oder P21 mRNA, beinhaltet jedoch 
ebenfalls zwei mit einem Linker verbundene LNA-Nukleotid Bereiche und ist somit 
vergleichbarer zu den Adapter 21 Eigenschaften. 
 
 
 
 
Abbildung 16: PIM1, P21 und β-Aktin WB Analyse nach K562 Transfektion mit Adapter 21 
Detektion der PIM1- (oben), P21 (mitte) sowie β-Aktin-Expression (unten). Der Adapter A21 wurde 48 
Stunden zuvor in den jeweiligen Konzentrationen mit LipofectamineTM2000 in K562-Zellen transfiziert. 
Die Transfektionskontrolle siRNA1491 und der unspezifische Adapter 7 wurden ebenfalls mit 
LipofectamineTM2000 transfiziert. Als weitere Kontrollen wurde ein unbehandeltes Zelllysat aufgetragen 
(Mock) und eine Transfektionsleerkontrolle (L). Die Antikörperdetektion wurde mit Röntgenfilmen 
durchgeführt. 
 
Wie in Abb. 16A zu sehen ist, zeigt der unspezifische Adapter 7 ein ähnliches 
Bandenmuster wie die Mock Kontrolle. Im Gegensatz dazu ist die P21 Expression in der 
Leertransfektion Kontrolle stärker, was möglicherweise auf eine Stressinduktion 
zurückzuführen ist und schon in den vorangegangenen WB-Analysen zu beobachten war. 
A 
B 
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Der Adapter 21 zeigt bei einer Konzentration von 1 nM einen deutlichen Effekt auf die 
PIM1 Expression, welcher vergleichbar mit der Positivkontrolle siRNA1491 ist. Hierbei 
liegt jedoch keine Expressionsveränderung bei P21 vor. Diese kann erst bei 5 nM und 50 
nM festgestellt werden, wobei jedoch kein repressiver Effekt auf die PIM1 Expression zu 
beobachten ist. Bei einem Wiederholungsexperiment (B) konnte dieser Trend nicht mehr 
reproduziert werden. Hier wird die P21 Expression bei einer Adapter-Konzentration von 
200 nM und 500 nM wieder geringer und es ist nur ein minimaler Effekt bei PIM1 
sichtbar.  
 
 
Abbildung 17: PIM1, P21 und β-Aktin WB Wiedeholung nach K562 Transfektion mit Adapter 
21 
Detektion der PIM1- (oben), P21 (mitte) sowie β-Aktin-Expression (unten). Der Adapter A21 wurde 48 
Stunden zuvor in den jeweiligen Konzentrationen mit LipofectamineTM2000 in K562-Zellen transfiziert. 
Die Transfektionskontrolle siRNA1491 und der unspezifische Adapter 7 wurden ebenfalls mit 
LipofectamineTM2000 tranfiziert. Als weitere Kontrollen wurde ein unbehandeltes Zelllysat aufgetragen 
(Mock) und eine Transfektionsleerkontrolle (L). Die Antikörperdetektion wurde mit Hilfe des ChemiDoc 
Geräts durchgeführt und die relativen Intensitäten der jeweiligen Antikörperbanden durch die Software 
ImageLab bestimmt (unterer Graph). Normalisiert wurde auf die Intensität der β-Aktin Banden sowie 
auf Kontrolle A7. 
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Bei einer Antikörper Detektion mittels Röntgenfilmen kommt es teilweise zu weniger 
klar definierten Banden und Doppelbanden, die durch leichte Verschiebungen des Films 
hervorgerufen werden sowie zu einer unvollständigen Detektion des Blots (s. Abb. 16). 
Da diese Problematik vor allem durch das Auflegen der Röntgenfilme zustande kommt, 
wurde bei den folgenden Experimenten ein ChemiDoc Gerät verwendet, bei welchem das 
Signal digital zu verschiedenen Zeiten aufgenommen wird und so ebenfalls in Bezug auf 
die Proteinbeladung besser ausgewertet werden kann. Die Normalisierung der 
Bandenintensität erfolgt im ersten Schritt auf die Intensität der β-Aktin Bande und im 
zweiten Schritt auf die der Normalisierungsprobe, die zur besseren Visualisierung als 1 
gesetzt wird.  
 
Die WB-Analyse in Abb. 17, welche in der ChemiDoc Anlage detektiert wurde, zeigt 
einen ähnlichen Trend zu dem Experiment in Abb. 16 B. Die Reduktion der PIM1 
Expression nimmt mit der Erhörung der Konzentration des Adapters zu, was jedoch 
ebenfalls auf die Expression von P21 zutrifft. Somit kann auch bei mehrmaliger 
Wiederholung der Testung des Adapter 21 kein stabiler derepressiver Effekt auf P21 
festgestellt werden. Des Weiteren wurden vor allem in ersten WB-Analysen (Abb.13 und 
16) starke Expressionsschwankungen bei P21 festgestellt, was vor allem bei einem 
Vergleich der Mock Probe mit der Leetransfektions Probe deutlich wird. Die 
Untersuchung des Adapter-Effektes in Bezug auf die P21 Expression wurde daraufhin 
beendet. 
 
 
3.1.5.1. Untersuchung des Antisense 
Einfluss des Mixmer Bereichs 
 
Da in den vorangegangenen Experimenten immer wieder ein Einfluss auf die PIM1 
Expression durch Adapter 21 beobachtet werden konnte, wurden weitere Kontrollen 
getestet, um diesen Effekt besser interpretieren zu können. Hierfür wurden die Kontrollen 
K2 und K3 ausgewählt, um den Antisense Effekt, der durch Adapter 21 ausgelöst werden 
kann, untersuchen zu können. Durch den Mixmer-Bereich des Adapters kann, neben der 
Umleitung des RISC-Komplexes, ebenfalls eine sterische Blockade durch die Bindung 
des Oligonukleotids zustande kommen und somit auch zu einer translationalen Inhibition 
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führen. Um den Antisense Effekt vom Umleitungseffekt des RISC-Komplexes 
unterscheiden zu können, wurde der LNA-Bereich des Adapters bei den Kontrollen K2 
und K3 zu einer unspezifischen Sequenz ausgetauscht, wobei der Mixmer-Bereich 
weiterhin an die PIM1 mRNA binden kann. Dadurch kann der Einfluss des möglichen 
Antisense Effektes auf die PIM1 Expression direkt mit der Beeinflussung durch die 
Umleitung des RISC-Komplexes verglichen werden. 
Wie in den WB Bilden in der Abb. 18 zu erkennen ist, haben die Kontrollen K2 und K3 
bei allen drei WB Experimenten kaum bis keinen negativen Effekt auf die PIM1 
Expression. Des Weiteren schwanken die Effekte durch Adapter 21 innerhalb der 
Experimente wiederum stark, sodass bei dem ersten Versuch in Abb. 18 schon eine 
Reduktion der PIM1 Expression ab 1 nM, in Versuch 2 jedoch erst ab 200 nM sichtbar 
ist. Auch die Transfektionseffizienz zeigt sich innerhalb der Wiederholungsexperimente 
instabil, was durch die Positivkontrolle siRNA1491 deutlich wird. Dabei erreicht diese 
im Western Blot in Abb. 18 A nur eine etwa 30 %ige Reduktion der PIM1 Expression. 
Im dritten Western Blot (C) scheint dies auch zuzutreffen, jedoch liegt dies hierbei an der 
schwachen PIM1 Expression in der Negativkontrolle A7, welche zur Normalisierung der 
Blot-Intensität verwendet wurde. Auf dem WB Bild selbst ist eine geringere PIM1 
Expression sichtbar.  
 
Ergebnisse und Diskussion 
82 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 18: WB-Analyse nach K562 Transfektion mit Adapter 21 
Detektion der PIM1- sowie β-Aktin-Expression mittels WB. Der Adapter A21 wurde 48 Stunden zuvor in 
den jeweiligen Konzentrationen mit LipofectamineTM2000 in K562-Zellen transfiziert. Die 
Transfektionskontrolle siRNA1491, die Kontrollen K2 und K3 und der unspezifische Adapter 7 wurden 
ebenfalls mit LipofectamineTM2000 transfiziert. Die Antikörperdetektion wurde mit Hilfe des ChemiDoc 
Geräts durchgeführt und die relativen Intensitäten der jeweiligen Antikörperbanden durch die Software 
ImageLab bestimmt (rechte Graphen). Normalisiert wurde auf die Intensität der β-Aktin Banden, sowie 
auf Kontrolle A7. 
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3.1.6. Untersuchung des Adapter 21 
Effekts in HeLa-Zellen 
 
Aufgrund der instabilien Transfektionseffizienz der weiter oben beschriebenen 
Ergebnisse wurde das Zellsytem von K562 auf HeLa-Zellen gewechselt. Da durch die 
adhärente Eigenschaft der HeLa-Zellen eine bessere Effizenz der Transfektion zu 
erwarten ist, wurden wiederum drei Wiederholungsexperimente mit den Kontrollen K2 
und K3 durchgeführt. Die Transfektionseffizienz ist wie erwartet deutlich verbessert und 
in allen drei Experimenten stabil, wie in Abb. 19 zu sehen ist. Ein Einfluss auf die PIM1 
Expression ist im Vergleich zur Negativkontrolle A7 in allen drei Experimenten 
vorhanden, jedoch wiederum nicht stabil bei einer Konzentration zu beobachten, sondern 
tritt schwankend ab 5 nM bis 200 nM transfizierten Adapters auf. Die Kontrollen K2 und 
K3 zeigen teilweise eine leichte Reduktion in der PIM1 Expression, welche im Vergleich 
zum verwendeten Adapter 21 jedoch deutlich geringer ausfällt. Dies zeigt, dass auch in 
HeLa-Zellen der reprimierende Effekt auf PIM1 nicht durch antisense Effekte des 
Mixmer-Bereichs ausgelöst wird. Generell ist die Detektion von PIM1 in HeLa-Zellen 
deutlich schwächer als in K562-Zellen, was jedoch durch eine Anpassung der 
Antikörperkonzentration des primären Antikörpers von 1:3000 zu 1:1000 sowie eine 
längere Inkubationszeit des Sekundärantikörpers (um 30 min) verbessert werden konnte 
(ab Abb. 20 durchgeführt). 
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Abbildung 19: WB-Analyse nach HeLa Transfektion mit Adapter 21 und den Kontrollen K2 und 
K3 
Detektion der PIM1- sowie β-Aktin-Expression mittels WB. Der Adapter A21 wurde 48 Stunden zuvor in 
den jeweiligen Konzentrationen mit LipofectamineTM2000 in HeLa-Zellen transfiziert. Die 
Transfektionskontrolle siRNA1491, die Kontrollen K2 und K3 und der unspezifische Adapter 7 wurden 
ebenfalls mit LipofectamineTM2000 transfiziert. Die Antikörperdetektion wurde mit Hilfe des ChemiDoc 
Geräts durchgeführt und die relativen Intensitäten der jeweiligen Antikörperbanden durch die Software 
ImageLab bestimmt (rechte Graphen). Normalisiert wurde auf die Intensität der β-Aktin Banden, sowie 
auf Kontrolle A7. 
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3.1.6.1. Untersuchung des let-7 Einflusses 
auf die PIM1-Expression 
Neben dem möglichen Antisense-Einfluss durch den Mixmer-Bereich des Adapter 21 
kann das Wegfangen der let-7 miRNA Familie ebenfalls zu unerwünschten 
Nebeneffekten führen. Um dies untersuchen zu können, wurde ein Kontroll Adapter 
verwendet, welcher gegen die Seed-Region der let-7 Familie gerichtet ist, jedoch mit 
einem unspezifischen Mixmer Oligonukleotid verbunden ist. Diese Kontrolle wird als M 
let7 bezeichnet. Ebenfalls wurden weitere Negativkontrollen hinzugefügt, welche als M 
O und M Bi benannt sind, um die Normalisierung der WBs zu verbessern. Bei der M O 
Kontrolle handelt es sich um ein DNA-Oligonukleotid, welches die gleiche 
Nukleotidlänge wie Adapter 21 besitzt, jedoch nicht durch einen flexiblen Linker getrennt 
ist. Dies ist jedoch der Fall bei dem unspezifischen Adapter M Bi, der die gleiche Sequenz 
wie M O trägt, jedoch neben dem Linker auch die chemischen Eigenschaften der LNA-
Nukleotide von Adapter 21 besitzt. Somit kann mit Hilfe der M O Kontrolle untersucht 
werden, ob die LNA-Nukleotide oder der Linker einen Einfluss auf die PIM1 Expression 
besitzen. Bei der Sequenz dieser beiden Kontrollen handelt es sich um eine validierte 
Kontrollsequenz der Firma Dharmacon, welche auf der C. elegans miR-67 Sequenz 
basiert und im humanen System keine Nebeneffekte verursacht (miRIDIAN microRNA 
Mimics, Hairpin Inhibitors and Negative Controls). 
Die Proteinexpression bei den Kontrollen M O und M Bi sind in den in Abb. 20 gezeigten 
Experimenten vergleichbar und zeigen wie erwartet keinen negativen Einfluss auf PIM1. 
Adapter 21 zeigt in Experiment A und B einen relativ starken Einfluss auf die PIM1 
Expression, welcher jedoch im dritten Wiederholungsexperiment nicht reproduziert 
werden kann. Überraschenderweise tritt jedoch bei der Kontrolle M let7 ein Effekt auf, 
der vergleichbar mit der Repression des PIM1-Proteins bei der Adapter 21 Probe ist. Dies 
könnte darauf hindeuten, dass entweder ein indirekter Einfluss durch die let-7 Familie auf 
PIM1 vorhanden ist oder der Adapter unspezifisch an die 3‘-UTR der PIM1 mRNA bindet 
und dadurch eine sterische Blockade zur verminderten PIM1 Expression führt. 
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Abbildung 20: WB-Analyse mit weiteren Kontrollen nach HeLa Transfektion mit Adapter 21  
Detektion der PIM1- sowie β-Aktin-Expression mittels WB. Der Adapter A21 wurde 48 Stunden zuvor in 
den jeweiligen Konzentrationen mit LipofectamineTM2000 in HeLa-Zellen transfiziert. Die 
Transfektionskontrolle siRNA1491, die Kontrollen K2, K3, M O, M let7 und der unspezifische Adapter M 
Bi wurden ebenfalls mit LipofectamineTM2000 transfiziert. Die Antikörperdetektion wurde mit Hilfe des 
ChemiDoc Geräts durchgeführt und die relativen Intensitäten der jeweiligen Antikörperbanden durch 
die Software ImageLab bestimmt (rechte Graphen). Normalisiert wurde auf die Intensität der β-Aktin 
Banden sowie auf Kontrolle M O. 
 
Um dies untersuchen zu können, wurden zwei kurze LNA-Oligonukleotide getestet. 
Eines dieser beiden 8-mer LNAs weist die gleiche Seed-Sequenz wie die des Adapter 21 
LNA-Bereichs auf und ist dadurch in der Lage miRNAs der let-7 Familie zu binden. 
Kritisch zu betrachten sind jedoch die möglichen unspezifischen Nebeneffekte solch 
kurzer LNA Oligonukleotide, weswegen eine zweite kurze LNA Kontrolle (K Bi) 
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eingesetzt wurde. Diese trägt die unspezifische Sequenz des Adapter M Bi und dient dazu, 
die unter Umständen auftretenden toxischen Nebeneffekte aufzuzeigen. Im Vergleich 
dazu wäre ein kommerzieller und validierter Inhibitor gegen die let-7 Familie optimaler, 
bei welchem weniger Nebeneffekte sowie eine bestätige Funktionalität vorliegt. Aus 
zeitlichen Gründen konnten jedoch nur die beiden kurzen LNA Oligonukleotide getestet 
werden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 21: WB-Analyse der K Bi und K let Kontrolle sowie Co-Transfektion von M let7 nach 
HeLa Transfektion mit Adapter 21  
Detektion der PIM1- sowie β-Aktin-Expression mittels WB. Der Adapter A21 wurde 48 Stunden zuvor in 
den jeweiligen Konzentrationen mit LipofectamineTM2000 in HeLa-Zellen transfiziert. Die 
Transfektionskontrolle siRNA1491, die Kontrollen K Bi, K let7, M O, M let7 und der unspezifische Adapter 
M Bi wurden ebenfalls mit LipofectamineTM2000 transfiziert. Die Antikörperdetektion wurde mit Hilfe 
des ChemiDoc Geräts durchgeführt und die relativen Intensitäten der jeweiligen Antikörperbanden 
durch die Software ImageLab bestimmt (rechte Graphen). Normalisiert wurde auf die Intensität der β-
Aktin Banden, sowie auf Kontrolle M O. 
 
Neben der Untersuchung der Oligonukleotide K let7 und K Bi, wurde der Adapter 21 
ebenfalls mit der Kontrolle M let7 co-transfiziert. Hierdurch kann untersucht werden, ob 
der negative Effekt auf die PIM1 Expression verstärkt oder konstant im Vergleich zur 
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alleinigen Verwendung des Adapter 21 verändert wird. Dies wurde in drei Experimenten 
getestet, welche in Abb. 21 und Abb. 23 gezeigt sind. 
In den beiden Experimenten in Abb. 21 ist deutlich zu erkennen, dass weder die Kontrolle 
K let7 noch K Bi einen negativen Effekt auf die PIM1 Expression aufweisen. Somit ist 
ein indirekter Einfluss durch die Bindung der kurzen LNA an die let-7 Familienmitlgieder 
unwahrscheinlich, kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, da nicht nachgewiesen 
wurde, ob die Kontrolle K let7 erfolgreich an die miRNAs der let-7 Familie bindet und 
diese in ihrer Funktion inhibiert. Eine toxische Nebenwirkung der Kontrollen ist jedoch 
auszuschließen, da optisch kein Unterschied in der Zellviabilität im Vergleich zu den 
anderen Proben festzustellen war. 
 Bei der Co-Transfektion von M let7 und Adapter 21 ist in den beiden Experimenten in 
Abb. 21 zu erkennen, dass eine leichte Steigerung des Effekts beginnend von alleiniger 
Transfektion von M let7, Co-Transfektion beider Adapter bis hin zu Adapter 21 auftritt. 
Da die Expressionsunterschiede jedoch nur gering sind, ist ein unspezifisches Binden und 
eine damit einhergende sterische Blockade unwahrscheinlich. In diesem Fall wäre ein 
stärkerer Effekt bei der Co-Transfektion zu erwarten, da hierbei eine Summierung des 
Adapter-Effekts und der sterischen Blockade auftreten würde. Diese Vermutung trifft 
jedoch nur zu, wenn ein repremierender Effekt durch Adapter 21 vorhanden ist. Es lässt 
sich generell keine klare Aussage darüber treffen, was für die repremierende PIM1 
Expression bei Kontrolle M let7 verantwortlich ist.  
 
 
3.1.6.2. Transfektion mit 
LipofectamineTM3000 
 
Da im Vergleich zu K562-Zellen bei einer Transfektion in HeLa-Zellen vermehrt stärkere 
Stresssymptome wahrnehmbar waren, wurde das Transfektionsreagenz 
LipofectamineTM3000 getestet. Hierbei soll nach Angaben der Firma ThermoFisher 
Scientific eine verbesserte Effizienz ermöglicht werden und gleichzeitig geringere 
Toxizität durch die Transfektion auftreten. Die ersten Tests des neuen 
Transfektionsmittels sind in Abb. 22 dargestellt. Dabei zeigt sich im ersten Experiment 
ein sehr deutlicher Effekt durch Adapter 21, welcher ebenfalls stärker als der durch M 
let7 hervorgerufene Effekt auf die PIM1 Expression ist. Dies ist jedoch im 
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Wiederholungsexperiment nicht mehr reproduzierbar, wo nur noch ein leichter Einfluss 
durch Adapter 21 zu beobachten ist. Um einen Gesamtüberblick über den Einfluss des 
neuen Transfeketionsreagenz zu bekommen, wurde der Experimentansatz wiederholt, 
welcher in Abb. 21 gezeigt ist. Rein visuell zeigten die transfizierten HeLa-Zellen bei 
allen Experimenten eine deutlich bessere Verträglichkeit im Vergleich zur Verwendung 
von LipofectamineTM2000 (nicht gezeigt). Jedoch kann kein stabilerer Effekt durch den 
Adapter 21 festgestellt werden, welcher in Abb. 23 ebenfalls nur einen leichten Einfluss 
auf die PIM1 Expression zeigt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 22: WB-Analyse nach LipofectaminTM3000 Transfektion in HeLa-Zellen  
Detektion der PIM1- sowie β-Aktin-Expression mittels WB. Die Transfektion wurde 48 Stunden zuvor 
mit LipofectamineTM3000 in HeLa-Zellen transfiziert, wobei 200 nM des Adapters A21 verwendet 
wurden. Die Antikörperdetektion wurde mit Hilfe des ChemiDoc Geräts durchgeführt und die relativen 
Intensitäten der jeweiligen Antikörperbanden durch die Software ImageLab bestimmt (rechte Graphen). 
Normalisiert wurde auf die Intensität der β-Aktin Banden, sowie auf Kontrolle M O. 
Ergebnisse und Diskussion 
90 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 23: WB-Analyse nach LipofectamineTM3000 Transfektion mit allen Kontrollen in 
HeLa-Zellen  
Detektion der PIM1- sowie β-Aktin-Expression mittels WB. Die Transfektion wurde 48 Stunden zuvor 
mit LipofectamineTM3000 in HeLa-Zellen durchgeführt. Die Antikörperdetektion wurde mit Hilfe des 
ChemiDoc Geräts durchgeführt und die relativen Intensitäten der jeweiligen Antikörperbanden durch 
die Software ImageLab bestimmt (rechter Graph). Normalisiert wurde auf die Intensität der β-Aktin 
Banden, sowie auf Kontrolle M O. 
 
Um ausschließen zu können, dass die Testungen in HeLa-Zellen im suboptimalen 
Konzentrationsspektrum durchgeführt wurden, sind Titrationsexperimente im Bereich 
von 5 – 250 nM durchgeführt worden. Zur Normalisierung wurde der Kontroll-Adapter 
K2 in gleichen Konzentrationen transfiziert. Bei den beiden durchgeführten 
Experimenten, welche in Abb. 24 gezeigt sind, wurde die Normalisierung unterschiedlich 
durchgeführt. Im ersten Experiment wurde die durch die ImageLab Software gemessene 
Intensität vergleichend aufgetragen. Bei einer Konzentration von 5 nM ist hierbei ein 
deutlicher Unterschied zwischen Adapter 21 und K2 zu sehen, wobei die PIM1 
Expression um über 50 % reduziert ist. Dieser Effekt verliert sich jedoch ab einer 
Konzentration von 200 nM. 
Da parallel eine weitere Transfektion einschließlich Testung der Positivkontrolle 
siRNA1491 durchgeführt wurde (Abb. 23), konnte diese beim zweiten 
Titrationsexperiment durch die Kontrolle Mock ersetzt werden. Dadurch erfolgte eine 
Normalisierung der Bandenintensität auf die Mock Negativkontrolle, was eine klarere 
Auswertung ermöglichte. Hierbei tritt bei einer Adapter 21 Konzentrationen von 50 nM 
sowie 250 nM eine Reduktion der PIM1 Expression auf, wobei die Kontrolle K2 
wiederum keinen negativen Effekt auf die Proteinexpression zeigt. Der Trend des ersten 
Titrationsexperiments, bei welchem eine Reduktion von PIM1 nur unterhalb einer 
Adapterkonzentration von 200 nM feststellbar ist, kann dabei nicht bestätigt werden. 
Ergebnisse und Diskussion 
91 
 
Diese Wirkungsschwankungen konnten bereits in vorangegangen Experimenten in HeLa 
sowie K562-Zellen beobachtet werden.  
Es ist bekannt, dass PIM1 bei verschiedenen Stressstimuli auf Proteinebene stabilisiert 
werden kann (Blanco et al., 2016). Da die Zellen während und nach der Transfektion 
einem gewissen Stress ausgesetzt sind, könnte eine dadurch auftretende Stabilisierung auf 
Proteinebene eine durch den Adapter ausgelöste mRNA Degradation überdecken. Um 
dies ausschließen zu können, wurden Dual-Luciferase Assays durchgeführt. Hierbei kann 
der Adapter-Effekt unabhängig von der PIM1 Proteinexpression untersucht werden, da 
die Aktivität des Renilla Luciferase Reporterproteins analysiert wird. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 24: WB-Analyse von Adapter 21 Titrationsexperimenten in HeLa-Zellen  
Detektion der PIM1- sowie β-Aktin-Expression mittels WB. Adapter A21 und die Kontrolle K2 sowie die 
Transfektionskontrolle siRNA1491 wurden in den jeweiligen Konzentrationen 48 Stunden zuvor mit 
LipofectamineTM3000 in HeLa-Zellen transfiziert. Die Antikörperdetektion wurde mit Hilfe des 
ChemiDoc Geräts durchgeführt und die relativen Intensitäten der jeweiligen Antikörperbanden durch 
die Software ImageLab bestimmt (rechte Graphen). Normalisiert wurde auf die Intensität der β-Aktin 
Banden sowie auf die Kontrolle Mock (unterer Graph). 
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3.1.7. Dual-Luciferase Assay in HeLa-
Zellen 
 
Um den Effekt des Adapter 21 mittels Dual-Luciferase Assay analysieren zu können, 
wurde ein psiCheckTM-2 Vektor verwendet, in welchem sich die 3'-UTR der PIM1 mRNA 
nach dem Renilla Reportergen befindet. Dadurch kann der Einfluss des Adapter 21 auf 
die PIM1 mRNA mit Hilfe der Reportaktivität der Renilla Luciferase wiedergegeben 
werden. Die Klonierung dieses Vektors wurde von Manuela Harloff durchgeführt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 25: Dual-Luciferase Assay in HeLa-Zellen mit Adapter 21 
Analyse der relativen Luciferase Units (RLU) in HeLa-Zellen. Diese wurden 48 Stunden zuvor mittels 
LipofectamineTM3000 mit der jeweiligen Konzentration des Adapter 21 (in A 200 nM) sowie weiteren 
Kontrollen transfiziert. Co-transfiziert wurde ebenfalls bei jeder Probe 1 µg psiCheckTM 2 Plasmid, 
welches die 3‘-UTR der PIM1 mRNA beinhaltet. Die Renilla Aktivität wurde anschließend im Tecan Safire 
bestimmt und mit Hilfe des Firefly Reporters sowie auf die RLU Werte der M O Probe normalisiert. Jedes 
analysierte Zelllysat wurde in vier technischen Replikaten vermessen.  
 
A B 
C 
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In Abb. 25 sind die durchgeführten Luciferase Assay Ergebnisse dargestellt. Die 
Positivkontrolle siRNA1491 zeigt einen moderaten Effekt, der sich in jeder 
Wiederholung des Experimentes ein wenig vermindert. Die Konzentration des Adapters 
wurde in Experiment B und C bis auf 400 nM erhöht, da davon ausgegangen werden 
kann, dass ein Teil des Adapters auch an die endogene PIM1 mRNA in den HeLa-Zellen 
bindet. Jedoch konnte kein Einfluss durch Adapter 21 in den drei Luciferase 
Experimenten beobachtet werden.  
 
 
3.1.8. Zusammenfassung und 
Diskussion 
 
Im ersten Projekt dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob RISC-Komplexe an eine 
spezifische mRNA mit Hilfe eines bifunktionellen Adapter-Oligonukleotids umgeleitet 
werden können und so einen doppelten antitumorigenen Effekt auslösen. Der eingesetzte 
Adapter besitzt dabei zwei unterschiedliche Oligonukleotid-Sequenzen, welche durch 
einen Polyethylenglykol-Linker verbunden sind. Einer der beiden Adapter-Bereiche ist 
komplementär zur einer miRNA, wodurch RISC-Komplexe, welche mit dieser miRNA 
beladen sind, an den Adapter gebunden werden können. Der zweite Adapter-Bereich ist 
gegen eine spezifische mRNA gerichtet und ermöglicht es so, den gebundenen RISC 
Komplex zur gewünschten Target-mRNA umzuleiten. RISC-Komplexe können weitere 
Proteine rekrutieren, die die Deadenylierung und den Abbau der mRNA induzieren. 
Somit kann durch das Einsetzen des bifunktionellen Adapters nicht nur eine 
Funktionsinhibierung der gebundene miRNA stattfinden, sondern darüber hinaus die 
Translation der gebunden mRNA supprimiert werden. 
 
In dieser Arbeit wurde mit Hilfe des bifunktionellen Adapters die mRNA des Proto-
Onkogens PIM1 adressiert sowie zu Beginn des Projektes die onkogene miR-20a, die die 
Proteinexpression des Zellzyklusregulators und Tumorsuppressors P21 herunterreguliert. 
Konzeptionell sollte also simultan ein synergistischer antitumorigener Effekt auf die 
onkogene miR-20a und die onkogene Kinase PIM1 erreicht werden.  
Da eine Umleitung der RISC-Komplexe nur möglich ist, wenn das eingesetzte 
Oligonukletotid auch tatsächlich in der Lage ist, beladene RISC-Komplexe zu binden, 
wurden zuerst in vitro Pulldown-Experimente mit einem biotinylierten LNA Antisense-
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Oligonukleotid durchgeführt. Dabei konnte gezeigt werden, dass mit miR-20a beladene 
RISC-Komplexe aus K562 Zelllysaten isoliert werden können. Aufgrund dieser 
vielversprechenden Vorergebnisse wurden Zellkulturanalysen durchgeführt, in denen 
untersucht wurde, ob durch die genannten dualen, bifunktionellen Adapter-
Oligonukleotide die Proteinexpression der PIM1-Kinase reprimiert und die von P21 
dereprimiert werden kann. Dabei ist sicherlich das Mengenverhältnis der beiden 
adressierten Targets zueinander für einen deutlichen Adapeter-Effekt wichtig. Da die 
PIM1 mRNA Spiegel jedoch in K562-Zellen recht hoch sind, wurde die spezifische 
Adressierung von miR-20a auf die der gesamte miR-17 Familie (zu der miR-20a gehört) 
erweitert, um mehr beladene RISC-Komplexe binden zu können. Aus diesem Grund 
wurde innerhalb der ersten Testungen die LNA-Sequenz, welche gegen die miR-20a 
gerichtet ist, auf die Seed Sequenz der miR-17 Familie verkürzt. In Hinblick auf die 
PIM1-Expression konnte daraufhin bei einigen WB-Analysen in K562-Zellen eine 
moderate bis starke Herunterregulation der PIM1 Proteinspiegel beobachtet werden, die 
sich jedoch als instabil und damit nicht eindeutig reproduzierbar erwies. Des Weiteren 
wurden große Schwankungen bei der P21 Expression beobachtet, welche auch innerhalb 
der getesteten Negativkontrollen auftraten. Aufgrund dieser Schwankungen wurden die 
Untersuchungen zum Adapter-Effekt auf das P21-Protein beendet. Da weiterhin ein zu 
großes Ungleichgewicht zwischen der zellulären Expression der adressierten PIM1 
mRNA und der miR-17 Familie vermutet wurde, folgte eine weitere 
Adressierungänderung hin zur stärker exprimierten let-7 Familie. Mit dem entsprechend 
veränderten Adapter konnten in weiteren WB-Analysen jedoch ebenfalls keine stabilen 
Effekte in K562-Zellen beobachtet werden. Um auszuschließen, dass dies an einer 
ineffizienten Transfektion liegt, wurde der bifunktionelle Adapter anschließend in HeLa-
Zellen getestet, deren Transfektion sich im Vergleich zu K562-Zellen als effizienter und 
reproduzierbarer erwies. Hierbei konnte ein möglicher, von der RISC-Umleitung 
unabhängiger Effekt auf PIM1 mRNA ausgeschlossen werden. Allerdings konnte 
weiterhin keine konstante Repression der PIM1 Kinase durch das Einsetzen des 
bifunktionellen Adapters beobachtet werden, was auch in durchgeführten Dual-
Luciferase Assays nicht möglich war. Mögliche Gründe hierfür können sein: 
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1. Fehlende Vergleichbarkeit zur Positivkontrolle siRNA1491 
 
Mit Hilfe der Positivkontrolle siRNA1491 konnte die Zugänglichkeit der 
Zielsequenz in der 3'-UTR der PIM1 mRNA sowie eine stabile 
Transfektionseffizienz in HeLa-Zellen nachgewiesen werden. Die chemischen 
und mechanistischen Eigenschaften des bifunktionellen Adapters und der siRNA 
Positivkontrolle unterscheiden sich jedoch, weswegen sich das Einbringen des 
Adapters in die Zelle sowie die Bindung an die Target-mRNA unterscheiden 
können. Die Bindung ist zwar durch den Einbau von LNA-Nukleotiden in die 
Adaptersequenz begünstigt, es kann jedoch andererseits zu unspezifischen 
Bindungen an zelluläre Strukturen und Komponenten kommen. Dies ist ein 
generelles Problem, welches vor allem bei kurzen Oligonukleotiden aufreten kann 
und schwierig nachzuweisen ist. Des Weiteren können die endosomale 
Freisetzung sowie der intrazelluläre Transport des Adapter-Oligonukleotids 
anders sein als für die siRNA, was in dieser Arbeit nicht weiter untersucht wurde. 
Darüber hinaus werden durch siRNA-programmierte, katalytisch wirksame 
RISC-Komplexe mehrere Kopien der gleichen mRNA hydrolisiert, was einen 
Silencing Effekt zur Folge hat, der in seiner Stärke jenen deutlich übertrifft, der 
durch das Umleiten eines RISC-Komplexes an die 3'-UTR einer mRNA 
erreichbar ist. Somit kann durch das Einsetzen der siRNA1491 eine generell 
funktionsfähige Transfektion bestätigt werden, jedoch lässt dies keinen 
Rückschluss auf ein erfolgreiches Binden des bifunktionellen Adapters und die 
Umleitung des RISC-Komplexes zu. 
 
2. Interaktion zwischen Proto-Onkogen PIM1 und CDK-Inhibitor P21, 
Stressinduktion und Einfluss der miRNA-Familie 
 
Für den beobachteten instabilen Derepressions-Effekt auf P21 gibt es mehrere 
mögliche Gründe.  
Mit der verwendeten Positivkontrolle MiR LNA konnte die zuvor gezeigte starke 
Derepression des P21-Proteins durch Inhibition der miR-20a Funktion nicht 
reproduziert werden (Maren Thomas et al., 2012). In der Veröffentlichung von 
Thomas et. al konnte P21 nicht in unbehandelten K562-Zellen detektiert werden, 
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was hingegen in dieser Arbeit mit einem sensitiveren Antikörper der Firma 
CellSignaling möglich war. Die Hochregulation der Proteinexpression konnte 
daraufhin nicht mehr in der zuvor gezeigten Intensität reproduziert werden, was 
die Messung des Adapter-Effekts erschwert.  
Da sich innerhalb der 3‘-UTR der P21 mRNA mehrere Bindestellen befinden, an 
die die miRNAs der let-7 Familie binden können (Farberov et al., 2015; B. Liu et 
al., 2015), wurden auch nach dem Adressierungswechsel zur let-7 Familie 
weiterhin die P21 Protein-Spiegel untersucht. Es wurde hierbei jedoch keine 
vergleichbare Positivkontrolle eingesetzt, weswegen keine Aussage darüber 
getroffen werden kann, wie stark die P21-Derepression bei einem erfolgreichen 
Abfangen der let-7 miRNA Mitglieder ist. Um einen ausreichenden Einfluss 
bestimmen zu können, müsste eine Positivkontrolle verwendet werden, die nur 
gegen die Seed-Region der let-7 Familie gerichtet ist. 
Neben einem zu schwachen Einfluss durch die miRNA-Familie könnte ebenfalls 
eine Interaktion zwischen PIM1 und P21 für die schwankende Expression 
verantwortlich sein. P21 kann von der PIM1-Kinase phosphoryliert werden, was 
einen stabilisierenden Effekt auf den CDK-Inhibitor P21 hat sowie dessen 
zelluläre Lokalisation beeinflusst (H. K. Kim et al., 2012; Zeping Wang et al., 
2002; Y. Zhang et al., 2007). Vor allem der Stabilitätseinfluss könnte erklären, 
warum die P21 Spiegel simultan mit der PIM1-Proteinexpression sinken. 
Für die auch in den Negativkontrollen beobachteten Schwankungen der P21 
Spiegel könnte zellulärer Stress verantwortlich sein. Dieser wird möglichweise 
durch die Transfektion der Zellen induziert, was die stark erhöhten P21-Mengen 
in der Leertransfektion erklären würde. Es wurde schon 1999 berichtet, dass P21 
zum Schutz der Zelle bei verschiedensten Stressstimuli hochreguliert werden 
kann (Gorospe et al., 1999).  
 
3. Dynamische Expression der PIM1-Kinase und Transfektions-bedingter 
Stresseinfluss 
 
Wie bereits in dieser Arbeit erwähnt, weist PIM1 auf mRNA- und Proteinebene 
kurze Halbwertszeiten auf. Dadurch ergibt sich eine starke Dynamik, die die 
beobachteten instabilen Effekte erklären könnte. Neben der kurzen Halbwertszeit 
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des PIM1-Proteins ist ebenfalls bekannt, dass PIM1 durch verschiedene 
Stressinduktionen hoch- oder herunterreguliert werden kann (Iadevaia et al., 
2010; Tu et al., 2011; S. Wang et al., 2017). Da das Einbringen von Fremd-DNA 
bzw. -RNA durch kationische Lipide eine zelluläre Stressantwort auslösen kann 
(Fiszer-Kierzkowska et al., 2011), wären entsprechende Effekte im Rahmen 
dieser Arbeit ebenfalls denkbar. Ein möglicher Einfluss der Proteinstabilität 
wurde im Dual-Luciferase Assay untersucht, bei dem die Target-Sequenz des 
Adapter-Oligonukleotids in die 3'-UTR der Renilla Luciferase mRNA insertiert 
wurde. Im Gegensatz zu PIM1 besitzt das Renilla Luciferase Reporterprotein eine 
sehr viel höhere Halbwertszeit von 4,5 Sunden (Thorne et al., 2010). Es konnte 
jedoch auch hier keine Steigerung des Adapter-Effekts festgestellt werden, was 
die geringe Proteinstabilität von PIM1 als Hauptursache der geringen und 
instabilen Adapter-Effekte ausschließt und eher die kurze Halbwertszeit der PIM1 
mRNA Ebene als Ursache hinweisen könnte. Es ist bekannt, dass sich zwei AU-
reiche Elemente (ARE) innerhalb der 3'-UTR der PIM1 mRNA befinden, die die 
mRNA Stabilität stark beeinflussen. Bei einer Bindung des Proteins 
Tristetraprolin (TTP) an ein ARE wird die Stabilität der mRNA vermindert (H. 
K. Kim et al., 2012; Mahat et al., 2012). Im Gegensatz dazu konnte gezeigt 
werden, dass eine Bindung des Hu Antigens R (HuR) an ein ARE innerhalb der 
PIM1 mRNA zu einer erhöhten Stabilität führt (Blanco et al., 2016). Je nach 
Expressionsstärke dieser regulatorischen Proteine variieren die PIM1 mRNA-
Halbwertszeiten in verschiedenen Zelllinien stark und reichen von 35 min 
(Wingett et al., 1991) über 47 min in K562-Zellen (Meeker et al., 1990), bis hin 
zu 2,4 h in HeLa-Zellen (Mahat et al., 2012). Auch wenn sich die mRNA 
Halbwertszeiten in verschiedenen Zelltypen voneinander unterscheiden, so ist die 
Lebensdauer der PIM1 mRNA in allen beschriebenen Zelllinien relativ kurz. Dies 
könnte bedeuten, dass der natürliche Abbau der PIM1 mRNA schneller oder 
ähnlich schnell abläuft wie der induzierte Abbau durch die Umleitung des RISC-
Komplexes und so ein Nachweis einer erfolgreichen Umleitung unter diesen 
Bedingungen schwierig ist. 
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4. Unterschiedliche Expression der Ziel-Moleküle 
 
Die Arbeitsgruppe von Michael Göbel (Universität Frankfurt) konnte in vitro 
mittels Fluoreszenz-basierter Adapterbindungsexperiment zeigen, dass ein 
Verhältnis von miRNA, Adapter und mRNA-Target-Sequenz von 1:1:1 optimal 
für eine RISC-Komplex-Umleitung ist (Göbel et al., 2020). Da die 
Expressionsstärke der miR-17 Familie womöglich für dieses Verhältnis in K562-
Zellen zu gering ist, wurde der Wechsel hin zur let-7 Familie vorgenommen, da 
letztere in K562-Zellen stärker expimiert wird als die miR-17 Familie (Vaz et al., 
2010). Auch im später verwendeten HeLa-Zellsystem kann von einem hohen 
Expressions-Spiegel der let-7 miRNAs ausgegangen werden (Shell et al., 2007). 
Da es jedoch schwierig ist, die Stöchiometrie der zellulären PIM1 mRNA und der 
gesamten miRNA Familie im Zytoplasma der Zellen einzuschätzen, kann keine 
abschließende Aussage darüber getroffen werden, ob das Vorkommen der 
adressierten Faktoren innerhalb der Zelle für die Testung des bifunktionellen 
Adapters optimal ist.  
 
5. Einfluss der let-7 Familie auf die PIM1 Kinase 
 
In den WB-Analysen konnte ein supprimierender Effekt der Kontrolle M let7, die 
nicht an die PIM1 mRNA binden sollte, sondern nur die let-7 miRNA-Familie 
adressiert, auf die PIM1-Expression beobachtet werden. Dieser Effekt könnte 
durch ein unspezifisches Binden des M let7 Kontroll-Adapters an die PIM1 
mRNA zustande kommen sein (s. 5.2 Bindungsmöglichkeiten), oder indirekt 
durch die Inhibition der let-7 miRNA-Familie. Da die Co-Transfektion der M let7 
Kontrolle zusammen mit dem Adapter 21 keinen additiven Einfluss auf die PIM1-
Expression zeigte, ist eine sterische Blockade durch das unspezifische Binden des 
Kontroll-Adapters M let7 eher unwahrscheinlich, was jedoch nicht völlig 
ausgeschlossen werden kann, da dies ebenfalls einen messbaren Adapter-Effekt 
vorraussetzt. 
Mit Hilfe der K let7 Kontrolle, die nur die Seed-Region der let-7 Familie 
adressiert und keinen zweiten Adapterbereich besitzt, konnte zudem ein kein 
indirekter Effekt auf die PIM1-Spiegel durch Blockierung der let-7 Familie 
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festgestellt werden. Da hier jedoch keine erfolgreiche Inhibition der let-7 miRNA 
Funktion nachgewiesen wurde, müssen weitere Untersuchungen mit einer 
validierten Kontrolle durchgeführt werden, um solch einen Einfluss tatsächlich 
ausschließen zu können. Von einer direkten Beeinflussung der PIM1 Kinase 
durch die let-7 Familie wurde bisher noch nicht berichtet. Es ist jedoch bekannt, 
dass einige let-7 Mitglieder die Expression und Aktivität der AKT Kinase 
beeinträchtigen können (Chirshev et al., 2019; Sun et al., 2016), welche mit einer 
Hochregulation von PIM1 in Verbindung gebracht wird (Muraski et al., 2007). 
Neben der AKT Kinase, wurde auch der Transkriptionsfaktor STAT3 als Target 
der let-7 Familie identifiziert (Yu Wang et al., 2010), der ebenfalls die Expression 
des PIM1-Gens stimuliert (Miura et al., 1994; Z. Wang et al., 2001). Dies könnte 
eine Spur zur Erklärung des instabilen Adapter-Effekts auf PIM1 sein, da es so 
über AKT und STAT3 zu einer Hochregulation von PIM1 kommen könnte, wenn 
die let-7 Familie in ihrer Funktion beeinträchtigt wird. Der negative Einfluss der 
M let7 Kontrolle lässt sich jedoch durch diesen möglichen indirekten Einfluss der 
let-7 Familie nicht erklären und bedarf weiterer Untersuchungen. 
 
 
3.1.9. Ausblick 
 
Die Arbeitsgruppe von Michael Göbel konnte kürzlich in vitro zeigen, dass nicht nur ein 
Einfangen von RISC-Komplexen mittels Pulldown-Experimenten möglich ist, sondern 
auch ein Umleiten an eine spezifische mRNA durchgeführt werden kann (Göbel et al., 
2020). Dies unterstützt die Annahme, dass solch eine Umleitung ebenfalls im zellulären 
Umfeld möglich ist. Um diesen Effekt des bifunktionellen Adapters bestätigen zu können, 
sollten weitere Zellkultur-Analysen mit stabileren und möglichst gleich stark 
exprimierten Targets durchgeführt werden. Durch eine regulierbare Überexpression der 
adressierten mRNA und miRNA ließe sich möglicherweise ein gleich starkes 
Expressionsverhältnis innerhalb einer Zelllinie einstellen. Falls weiterhin die PIM1 
Kinase als Target adressiert werden sollte, wäre eine Verwendung der Zelllinie SKOV3 
möglich, in der nur geringe endogene PIM1 mRNA-Spiegel vorhanden sind und kein 
PIM1 aus Proteinebene nachweisbar ist. Durch das Einbringen eines PIM1-kodierenden 
Plasmids, könnte die Stabilität und die Syntheserate der überexprimierten PIM1 mRNA 
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eingestellt werden; zudem könnten Reporterfusionen mit der PIM1 3'-UTR konstruiert 
und analysiert werden. Für eine verlängerte Halbwertszeit und vergrößerte Stabilität wäre 
eine Deletion oder Mutation der destabilisierenden ARE-Elemente innerhalb der 3'-UTR 
denkbar. Eine verlängerte Halbwertszeit der PIM1 mRNA konnte durch entsprechende 
Mutationen schon bestätigt werden. (H. K. Kim et al., 2012; Mahat et al., 2012). Auch 
eine direkte Inhibition von TTP wäre möglich, um die Induktion der Deadenylierung zu 
vermindern. Als Alternative zu einer Deletion der ARE-Elemente, könnten diese 
ebenfalls für eine Stabilisierung genutzt werden. Dies kann nicht nur durch eine Bindung 
des HuR-Proteins vermittelt werden (Blanco et al., 2016), sondern auch durch die 
Aktivierung des p38 MAP Kinase Signalwegs. Hierbei wird eine mRNA Stabilisierung 
durch Zytokine induziert (Soni et al., 2019; Winzen et al., 1999). Eine Blockierung der 
mRNA-Deadylierungsmaschinerie sollte ebenfalls zu einer verlängerten mRNA 
Halbwertszeit führen, jedoch könnten dadurch möglicherweise gewünschte Effekte der 
RISC-Umleitung ebenfalls blockiert werden. 
Bei einer Untersuchung mit Hilfe von Reportergenen oder Fusionsgenen wäre eine 
Förster-Resonanzenergietransfer (FRET) Analyse denkbar, mit welcher die Annäherung 
des RISC-Komplexes an die PIM1 mRNA direkt nachgewiesen werden könnte. Ein 
Nachweis von Protein-RNA Interaktionen in Zellen konnte mit dieser Methode schon 
gezeigt werden (Huranová et al., 2009). Allerdings könnte der Linker des bifunktionalen 
Adapters hierfür zu flexibel sein. Als alternative Methode zur WB-Analyse wäre auch 
eine Fluoreszenz Co-Detektion des direkt beeinflussten PIM1 und eines indirekt 
beeinträchtigten Proteins, wie z.B. P21, eine Option. Mit diesen Methodiken könnte es 
möglich sein, die Expression innerhalb der Zelle als „Momentaufnahme“ zu analysieren 
zu können, ohne die Zellen vorher lysieren zu müssen.  
 
Im Hinblick auf den möglichen Einfluss der let-7 Familie auf die PIM1-Proteinexpression 
sollte ein validierter Inhibitor gegen diese miRNA-Familie getestet werden. Auch wenn 
die kurze LNA Kontrolle K let7 keinen Einfluss in dieser Arbeit gezeigt hat, kann der let-
7 Einfluss nicht gänzlich ausgeschlossen werden, da ein erfolgreiches Abfangen der let-
7 miRNAs nicht überprüft wurde. Falls bei nachfolgenden Analysen ein Einfluss auf 
PIM1 durch die let-7 Familie bestätigt werden sollte, müsste weiter evaluiert werden, ob 
dieser für die beobachteten Effekte verantwortlich ist, oder durch den Umleitungs-Effekt 
hervorgerufen wurden.  
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Des Weiteren sollten ergänzende Untersuchungen durchgeführt werden, die das 
erfolgreiche Einfangen der miRNAs im zellulären Milieu bestätigen. Dies kann mittels 
qPCR-Analyse überprüft werden, was als ergänzende Methode zum WB ebenfalls für die 
Bestimmung der PIM1 mRNA-Spiegel durchgeführt werden sollte. 
.  
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3.2. Analyse von DNA/LNA 
Konjugaten mit der 
artifiziellen Nuklease Tris(2-
Aminobenzimidazol) 
 
Die Entwicklung von synthetischen Nukleasen, welche in der Lage sind RNA oder DNA 
Moleküle zu spalten, ist in den letzten Jahren immer weiter Vorangeschritten. Dabei 
unabhängig von endogenen Nukleasen zu sein und diese auch in vitro einsetzen zu 
können, macht artifizielle Nukleasen als gentechnisches Werkzeug sehr interessant. Die 
Arbeitsgruppe von Prof. Göbel berichtete schon 2005 von einer artifiziellen Ribonuklease 
(Tris(2-aminobenzimidazol)) (Scheffer et al., 2005), welche unabhängig von Metallionen 
spalten kann und sich dadurch nicht nur für die in vitro Verwendung eignet, sondern auch 
für einen möglichen therapeutischen Einsatz. Es konnte gezeigt werden, dass 
Oligonukleotid-Konjugate mit Tris(2-aminobenzimidazol) sequenzspezifisch RNA 
spalten (Gnaccarini et al., 2006), was mit einer Halbwertszeit von 10 bis 20 Stunden der 
Substrate einhergeht (Danneberg et al., 2015; Dogandzhiyski et al., 2015; Gnaccarini et 
al., 2006; Scheffer et al., 2005). Diese RNA-Substrate waren jedoch nicht länger als 29 
Nukleotide lang, was zum Teil ein Vielfaches kürzer als endogen vorkommende RNAs 
ist. Um ausschließen zu können, dass längere und strukturiertere RNA-Targets die 
Aktivität von Tris(2-aminobenzimidazol) beeinflussen, wurden in dieser Arbeit RNA-
Substrate von ca. 150 bis 400 Nukleotiden getestet. Dabei wurde die mRNA des Proto-
Onkogens PIM1 als Ziel RNA ausgewählt, welche schon in vorrangegangenen Arbeiten 
und Antisense-Projekten in der Arbeitsgruppe Hartmann untersucht wurde. Hierbei 
konnte gezeigt werden, dass die Bindestellen der miR-33a, sowie der siRNA1491 
innerhalb der 3'-UTR der PIM1 mRNA zugänglich sind (M. Thomas et al., 2012), 
woraufhin letzteres als Zielsequenz für das Oligonukleotid-Konjugat ausgewählt wurde. 
Somit sollte bei einer funktionalen Spaltaktivität des Nuklease-Konjugats eine 
verminderte PIM1 Expression zu beobachten sein (siehe Abb. 26). Die bisher getesteten 
Konjugate bestanden aus DNA- oder PNA-Nukleotiden. Da LNAs eine stabilere Bindung 
zur RNA aufweisen, resistenter gegen zellulären Abbau sind und sehr gut in Zellen 
eingebracht werden können, soll des Weiteren überprüft werden, ob ein verbessertes 
Resultat mit Hilfe von DNA/LNA-Mixmeren erlangt werden kann.  
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Abbildung 26: Tris(2-aminobemzimidazol) Konjugat 
a) Darstellung des Tris(2-aminobemzimidazol) Moleküls sowie des Konjugat 12, welches die 
komplementäre Sequenz zur siRNA1491 Bindestelle enthält. In Blau sind DNA- und in Rot LNA-
Nukleotide dargestellt. Der Linker besteht aus einem C6-Aminolinker, welcher das 5'-Ende des 
Oligonukleotids mit der synthetischen Ribonuklease verbindet. 
b) Schematische Darstellung der Wirkungsweise des Nuklease-Konjugats auf die PIM1 mRNA 
 
Um diese Arbeitshypothese untersuchen zu können, wurden zunächst die jeweiligen 
Oligonukleotide, bestehend aus DNA- und LNA-Nukleotiden, von der Arbeitsgruppe 
Göbel an Tris(2-aminobenzimidazol) konjugiert und auf ihre in vitro Aktivität mit Hilfe 
von fluoreszenz-markierten RNA-Substraten getestet (Zellmann et al. 2019 Abbildung 
2). Um ausschließen zu können, dass die Fluoreszenzmarkierung einen Einfluss auf die 
A 
B 
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Spaltkinetik hat, wurden diese ebenfalls mit radioaktiv markierten RNA-Substraten in 
dieser Arbeit untersucht. Hierfür wurden zunächst geeignete Substrate ausgewählt, die 
anschließend mittels T7 Transkription synthetisiert wurden. 
Die Faltung der RNA-Substrate wurde zunächst mit Hilfe des RNAfold Webservers 
(Kerpedjiev et al., 2015) bioinformatisch analysiert, um eine möglichst ähnliche RNA 
Faltung im Vergleich zur bioinformatisch vorhergesagten PIM1 mRNA Faltung erhalten 
zu können (Abb. 27,28 und 29). 
 
 
Abbildung 27: RNA Sekundärstruktur Vorhersage der PIM1 3'-UTR 
RNAfold Vorhersage der Sekundärstruktur der PIM1 3'-UTR. Ein interner Bereich von 847 Nukleotiden 
wurde zur Übersicht weggelassen. Der angegebene Farbcode zeigt die Wahrscheinlichkeit der Bindung 
bzw. Nicht-Bindung eines Nukleotides an (Rot: hoch; Blau: gering). Die Bindestelle der siRNA1491 ist in 
Blau und die des Konjugat 12 in Pink dargestellt. 
Konjugat 12 
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Abbildung 28: RNA Sekundärstruktur Vorhersage des 155-mer Substrats 
RNAfold Vorhersage der Sekundärstruktur des 155-mer Substrats. Im oberen Bereich ist die minimale 
freie Energie (MFE) und im unteren die Centroid Struktur zu sehen. Der angegebene Farbcode zeigt die 
Wahrscheinlichkeit der Bindung bzw. Nicht-Bindung eines Nukleotides an (Rot: hoch; Blau: gering). Der 
hinzugefügte Tetraloop ist in Blau hinterlegt und der für das Primer Extension verwendete Primer als 
schwarzer Pfeil. Die Bindestelle der siRNA1491 ist in Blau und die des Konjugat 12 in Pink dargestellt. 
 
Wie in Abb. 28 und Abb. 29 zu sehen ist, bleibt bei der Vorhersage der jeweiligen Substrat 
Struktur trotz einiger Faltungsunterschiede die siRNA1491 Bindestelle weiterhin 
zugänglich. Zudem wurde darauf geachtet, dass die Faltung um die Bindestelle herum 
möglichst gering verändert wird und an den gleichen Bereichen flexibel bzw. stabil bleibt. 
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Abbildung 29: RNA Sekundärstruktur Vorhersage des 412-mer Substrats 
RNAfold Vorhersage der MFE Sekundärstruktur des 412-mer Substrats. Der angegebene Farbcode zeigt 
die Wahrscheinlichkeit der Bindung bzw. Nicht-Bindung eines Nukleotides an (Rot: hoch; Blau: gering). 
Die Bindestelle der siRNA1491 ist in Blau und die des Konjugat 12 in Pink dargestellt. 
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3.2.1. Herstellung des 155-mer 
Substrats 
 
Um das 155-mer Substrat mit Hilfe einer T7-Transkription herstellen zu können, wurde 
zunächst die benötigte mRNA Sequenz in einen Puc19 Vektor kloniert. Dies wurde in 
zwei verschiedenen PCR-Reaktionen durchgeführt, wobei durch die erste Reaktion ein 
Bereich von 493 nt der PIM1 3‘-UTR mit beinhaltender siRNA1491 Bindestelle und der 
T7 Promotor in den Vektor eingefügt wurde. Um das so klonierte Insert weiter zu 
verkürzen, wurde in einer zweiten PCR-Reaktion mittels site-directed Mutagenesis ein 
Bereich von 318 nt deletiert und durch den Tetraloop GCGA ersetzt. Dadurch konnte eine 
im Experiment verwendbare Substratlänge erreicht werden, deren vorhergesagte Faltung 
um die siRNA1491-Bindestelle vergleichbar mit der vorhergesagten PIM1 mRNA 
Faltung bleibt. Im Anschluss wurde das Puc19 Plasmid nach Hausprotokoll (10 mM DTT 
und 60 µg/mL Plasmid DNA) in einer T7 Transkription als Templat verwendet und vor 
einer weiteren Verwendung auf einem 10 % PAA Gel aufgetragen und überprüft, was in 
Abb. 30 zu sehen ist. 
 
 
 
 
 
Abbildung 30: PAA Gel-Analyse des 155-mer T7 
Transkription Produkts 
10 % PAA Gel Analyse des 155-mer T7 Produkts sowie des 
RiboRuler Low Range RNA Markers. Das 155 nt lange Produkt ist 
auf einer Höhe zwischen der 200 und 100 nt Markerbande zu 
erkennen. 
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3.2.2. Herstellung des 412-mer 
Substrats 
 
Für das 412-mer Substrat wurde die Klonierungsstrategie sowie die darauffolgende PCR 
Reaktion in der Arbeitsgruppe Göbel durchgeführt, was in der Publikation Zellmann et 
al. 2019 nachzulesen ist. Da das verwendete PCR Produkt nicht als Templat für das 
Hausprotokoll der T7 Transktiption eingesetzt werden konnte, wurde hier das NEB 
HiScribeT7 High Yield RNA Synthesis Kit nach Herstellerangaben verwendet. Das so 
hergestellte T7 Produkt wurde ebenfalls auf einem 7 % PAA Gel vor einer weiteren 
Verwendung überprüft und aufgereinigt (Abb. 31). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 31: PAA Gel-Analyse des 412-mer T7 Transkription 
Produkts 
7 % PAA Gel Analyse mit starker Bande auf der erwarteten Höhe des 
412-mer T7 Produkts 
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3.2.3. Spaltkinetiken 
 
Um eine Spaltaktivität des Konjugat 12 nachweisen zu können, wurden beide RNA-
Substrate an ihrem 5'-Ende radioaktiv mit [32P] markiert und im Anschluss Spaltkinetiken 
mit den so markierten RNA-Substraten durchgeführt. 
Bei der Gelanalyse der RNA-Substrate, welche zuvor mit Konjugat 12 inkubiert wurden, 
konnte in beiden Fällen ein spezifisches Spaltprodukt identifiziert werden, wie in Abb. 
32 zu sehen ist. Das Spaltprodukt ist bei beiden Substraten nach 1 Stunde nachweisbar 
und nach 16 Stunden sind ca. 75 % des jeweiligen RNA-Substrats gespalten. Um eine 
Kontamination der RNA Proben durch RNasen auszuschließen zu können, wurde das 
155-mer oder 412-mer Substrat für 20 Stunden bei 37 °C inkubiert, jedoch kein Spalter 
Konjugat hinzugegeben. Des Weiteren wurde eine zweite Negativkontrolle getestet, bei 
welcher ein unspezifisches Konjugat mit dem jeweiligen Substrat inkubiert wurde. 
Hierbei handelt es sich um das Konjugat 16, an welches eine unspezifische Sequenz 
konjugiert ist, die keine Komplementarität zur PIM1 mRNA aufweist. Bei allen 
aufgetragenen Negativkontrollen sind keine Spalt- oder Degradationsprodukte erkennbar. 
Somit kann ausgeschlossen werden, dass es sich bei den Spaltprodukten mit Konjugat 12 
um unspezifische Spaltung oder Degradationsprodukte durch Kontamination mit RNasen 
handelt.  
Ergebnisse und Diskussion 
110 
 
 
Abbildung 32: PAA Gel-Analyse der 155-mer und 412-mer Spaltassays mit Konjugat 12 
PAA Gel Analyse der Spaltkinetik des 155-mer (links) und 412-mer (rechts) RNA Substrats durch 
Nuklease Konjugat 12. Die Inkubation wurde bei 37 °C in 50 mM Tris-Puffer (pH 8) durchgeführt und 
Proben nach 1, 4, 16 und 20 Stunden gezogen. Es wurden jeweils ca. 24 nM radioaktiv markiertes Substrat 
eingesetzt, sowie 300 nM (bei 155-mer) und 200 nM (bei 412-mer) des Nuklease Konjugat 12. Als Kontrolle 
wurde die radioaktiv markierte RNA ohne Konjugat oder mit dem nicht-komplementären Konjugat 16 
für 20 Stunden inkubiert. 
 
Um eine Aussage über die Spaltungseffizienz von Konjugat 12 treffen zu können, wurden 
die Spaltassays bei verschiedenen Konjugat Konzentrationen wiederholt. Mit Hilfe des 
Phosphorimager Geräts und der AIDA Image Analysis Software wurden die 
Spaltungsassays ausgewertet und weiter in der Software GraFit analysiert. Das 155-mer 
Substrat zeigt bei einer Inkubation mit 250 nM des Konjugats 12 eine Halbwertszeit von 
ca. 2-3 Stunden und nach 20 Stunden sind ca. 75 % des RNA Substrats gespalten, wie in 
Abbildung 33 zu sehen ist. Die maximale Geschwindigkeitskonstante kmax liegt bei dem 
155-mer Substrat bei 0,36 h-1 (Abbildung 33 b). 
h h 
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Abbildung 33: Spaltkinetik des 155-mer 
Substrats 
a) Zeitverlaufskurve der Spaltung des 155-
mer Substrats durch 2 nM, 50 nM und 250 
nM des Konjugat 12. Pro Konzentration 
wurden jeweils 4 Experimente durchgeführt. 
 
 
 
 
b) Auftragung der Geschwindigkeits-
konstante kobs als Funktion der eingesetzten 
Konzentrationen von Konjugat 12. Es wurde 
keine Kurvenanpassung durchgeführt, 
sondern die Punkte nur verbunden. Bei 
beiden Graphen wurden die Fehlerbalken als 
Standardabweichung des Mittelwerts 
berechnet. 
 
 
 
 
 
Mit dem 412-mer Substrat konnten ähnliche Werte bei der Spaltung ermittelt werden, wie 
in Abb. 34 zu sehen ist. Hierbei wurde das Substrat ebenfalls zu ca. 75 % nach 20 Stunden 
Inkubation umgesetzt. Die Halbwertszeit steigt leicht im Vergleich zum 155-mer und 
liegt bei ca. 4 Stunden. Die maximale Geschwindigkeitskonstante kmax ist ebenfalls 
vergleichbar und beträgt 0,27 h-1. Somit scheint die Substratlänge sowie Struktur und 
Faltung keinen großen Einfluss auf die Effizienz der Spaltung durch Konjugat 12 zu 
haben. Lediglich die Halbwertszeit steigt bei dem längeren Substrat etwas, was allerdings 
mit der stöchiometrischen Wahrscheinlichkeit der Bindung an die passende Sequenz 
begründet werden kann, da das 412-mer eine 2,6-fach längere Sequenz im Vergleich zum 
155-mer aufweist.  
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Abbildung 34: Spaltkinetik des 412-mer 
Substrats 
a) Zeitverlaufskurve der Spaltung des 412-mer 
Substrats durch 2 nM, 50 nM und 250 nM des 
Kojugat 12. Pro Konzentration wurden jeweils 
4 Experimente durchgeführt. 
                                                              
 
 
 
 
 
b) Auftragung der Geschwindigkeitskonstante 
kobs als Funktion der eingesetzten 
Konzentrationen von Konjugat 12. Es wurde 
keine Kurvenanpassung durchgeführt, 
sondern die Punkte nur verbunden. Bei beiden 
Graphen wurden die Fehlerbalken als 
Standardabweichung des Mittelwerts 
ausgerechnet. 
 
 
 
 
 
Bei den vorangegangenen Untersuchungen im Arbeitskreis Göbel wurden DNA- oder 
PNA-Konjugate bei den durchgeführten Spaltkinetiken verwendet. Mit diesen konnten 
Halbwertszeiten von 10 bis 20 Stunden der verwendeten RNA-Substrate ermittelt werden 
(Danneberg et al., 2015; Dogandzhiyski et al., 2015; Gnaccarini et al., 2006; Scheffer et 
al., 2005). Bei den in dieser Arbeit eingesetzten LNA/DNA-Mixmeren konnte eine 
deutlich verbesserte Spaltkinetik festgestellt werden, bei welcher die Halbwertszeit auf 3 
bis 4 Stunden verkürzt werden konnte. Des Weiteren fand dies trotz eines teilweise 
deutlich verlängerten und strukturierteren RNA-Substrates statt. Es ist bekannt, dass das 
Bindungsverhalten von LNA-Nukleotiden zur RNA um einiges stabiler ist als bei DNA-
Nukleotiden. Des Weiteren wird der so entstandene Duplex stärker stabilisiert und es 
kommt zu einer leichten Veränderung der RNA Helix Struktur (Owczarzy et al., 2011). 
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Die so verbesserte Stabilität der Bindung von DNA/LNA zur Ziel-RNA könnte die 
verbesserte Spaltkinetik erklären.   
 
 
3.2.4. Identifikation der Spaltposition 
 
Um die genaue Spaltposition der RNA Substrate identifizieren zu können, wurde ein 
Primer-Extension Experiment durchgeführt. Hierfür wurde zuerst eine Spaltung der 
unmarkierten RNA-Substrate durchgeführt und im Anschluss diese mit einem radioaktiv 
markierten Primer inkubiert, mit welchem eine reverse Transkription durchgefürt werden 
konnte. Bei der reversen Transkription wurden als Kontrolle unterschiedliche 
Kombinationen an Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs) hinzugegeben, sowie 
ungespaltene RNA-Substrate verwendet.  
Wie in den gezeigten Gelbildern in Abb. 35 zu sehen ist, sind mehrere Primer Extention 
Produkte des radioaktiv markierten RT Primers entstanden. In den Gelbahnen 3 und 12 
wurde als Kontrolle jeweils nur Desoxyadenosin (dA) als Nukleotid für die reverse 
Transkription eingesetzt. Bei einer Verlängerung des RT Primers sollte bei der Zugabe 
von ausschließlich dA Nukleotiden eine einzelne Bande bei +2 erscheinen, da die 
Sequenz der mRNA anschließend ein Thymidin (T) vorgibt. Die +2 Bande ist deutlich zu 
erkennen, wobei ebenfalls eine +3 Bande zu sehen ist, welche stark im 155-mer Gel, aber 
auch beim 412-mer Substrat vorkommt. Dies lässt vermuten, dass die reverse 
Transkriptase durch den Überschuss an dA ein zusätzliches Nukleotid einbaut, auch wenn 
dies nicht der Templatsequenz entspricht. Bei einer Zugabe von dA und dT entsteht eine 
spezifische Bande bei + 3 (Gelbahn 4 und 13) und keine weiteren unspezifischen Banden 
sind zu sehen. Bei den Negativkontrollen (Gelbahn 1-2 und 10-11) wurde RNA-Substrat 
verwendet, welches nicht mit Konjugat 12 inkubiert wurde. Hierbei ist ein deutlicher 
Längenunterschied der Primer Extention Produkte im Vergleich zu den Proben, die durch 
Konjugat 12 gespalten wurden, erkennbar. Dies zeigt, dass die Banden im oberen 
Gelbereich durch ungespaltete RNA-Substrate zustande kommen, was mit einer 
Spalteffizienz von rund 75 % erklärbar ist (siehe Abb. 33 und 34). Da sich das Spaltmuster 
der Kontrollproben deutlich von den mit Konjugat 12 inkubierten Proben unterscheidet, 
kann davon ausgegangen werden, dass bei den Spaltprodukten eine spezifische 
Ergebnisse und Diskussion 
114 
 
Verlängerung des RT Primers stattfindet, was eine genaue Identifizierung der Spaltstelle 
ermöglicht. 
 
 
Abbildung 35: Primer-Extension Experiment mit 155-mer und 412-mer Substrat 
Die reverse Transkription des Spaltprodukts von 155-mer (links) und 412-mer (rechts) wurde mit 
unterschiedlichen Kombinationen von dNTPs durchgeführt. In Gelbahn 3 und 12 nur mit dA; in 4 und 
13 mit dA/T; in 5 und 14 mit dA/G/T und in 6 und 15 mit allen dNTPs. In den Kontrollproben wurden 
entweder alle dNTPs verwendet (Bahn 1 und 10, sowie alle Primer Kontrollen), oder dA/G/T (Bahn 2 und 
11) hinzugegeben. Die 5‘-32P markierten Primer +1, +2 und +3 imitieren die Extensionsprodukte des RT 
Primers von bis zu 3 Nukleotiden. Im unteren Bildbereich ist schematisch die Zielsequenz der siRNA1491 
Bindestelle dargestellt mit gebundenem Konjugat 12, sowie des 5‘-32P markierten RT Primers. 
 
Bei den Hauptproben, welche in der Gelbahn 6 wie auch 15 zu sehen sind, wurden alle 
Nukleotide bei der reversen Transkription hinzugegeben. Hierbei zeigt sich ein 
Bandenmuster bei +3, +4, +5 und +8 Nukleotiden, welches sich in der Intensität leicht 
bei beiden eingesetzten RNA-Substraten unterscheidet. Bei Substrat 155-mer tritt eine 
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recht gleichmäßige Verteilung der Spaltprodukte auf und es ist nur eine etwas stärkere +3 
Bande identifizierbar; wohingegen das 412-mer Substrat stärker an Position +4 und +8 
gespalten wird. Zusammenfassend kann jedoch gesagt werden, dass bei beiden RNA-
Substraten eine Spaltung direkt nach der Bindung des DNA/LNA Mixmers zustande 
kommt, welche bis 5 Nukleotide innerhalb der Bindung der PIM1 mRNA und des 
Konjugat-Oligonukleotids auftritt.  
 
Die durchgeführten Spaltkinetiken sowie Primer-Extension Experimente zeigen, dass das 
DNA/LNA Mixmer-Konjugat 12 RNA-Substrate spezifisch wie auch sehr effizient 
spaltet. Dabei hat die vergrößerte Länge sowie Komplexität des jeweiligen RNA-
Substrates keinen Einfluss auf die Spaltkinetik, was im Hinblick auf einen zellulären 
Einsatz des Konjugats sehr positiv bewertet werden kann. Des Weiteren konnte die 
Halbwertszeit der Substrate durch den Wechsel von DNA- bzw. PNA-Oligonukleotiden 
zu DNA/LNA-Mixmeren auf 3-4 Stunden herabgesetzt werden, wobei das Konjugat 12 
mit einem ungefähr 10-fachen Überschuss gegenüber des RNA-Substrats eingesetzt 
wurde. 
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3.2.5. Zellkultur Analysen 
 
Um untersuchen zu können, ob das Konjugat 12 die PIM1 mRNA auch im zellulären 
Umfeld spalten kann, wurde dieses sowie mehrere Kontrollen zunächst in K562-Zellen 
transfiziert. Im Anschluss wurde die Proteinexpression von PIM1 mittels WB untersucht 
und ausgewertet. 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 36: WB-Analyse nach Transfektion mit Konjugat 12 in K562-Zellen 
WB Analyse der PIM1- (oben) sowie β-Aktin-Expression (unten). Das Konjugat 12 wurde 72 Stunden 
zuvor in den jeweiligen Konzentrationen mit LipofectamineTM2000 in K562-Zellen transfiziert, sowie das 
unspezifische Konjugat 16 (K 16) und das Antisense-Oligonukleotid 4 (O 4). Als weitere Kontrolle wurde 
ein unbehandeltes Zelllysate aufgetragen (Mock). Die Antikörperdetektion wurde mit Röntgenfilmen 
durchgeführt.    
 
Die PIM1 Expression verringert sich deutlich ab einer Transfektion von 5 nM des 
Konjugat 12 und wird bei einer Konzentration von 50 nM sowie 200 nM nochmals 
geringer (Abb. 36). Ab einer Konzentration von 500 nM steigt die Expression von PIM1 
wieder an, ist jedoch immer noch schwächer als im Vergleich zu den Negativkontrollen 
K 16 und O 4. Da das unspezifische Konjugat 16 keinen Einfluss auf die PIM1 Expression 
hat, kann ausgeschlossen werden, dass ein unspezifischer Effekt durch Tris(2-
aminobenzimidazol) in den K562-Zellen zustande kommt. Oligonukleotid 4 besitzt die 
gleiche Sequenz und chemischen Eigenschaften wie das Oligonukleotid des Konjugat 12. 
Hierdurch wird kontrolliert, ob der Effekt auf die PIM1 Expression durch durch einen 
Antisense-Effekt vermittelt wird, der durch die Bindung des Mixmers an die PIM1 
mRNA entstehen kann. Da in beiden Kontrollen kein Effekt auf die PIM1 Expression zu 
erkennen ist, scheint eine spzifische Spaltaktivität bei einer Konzentration von 5-500 nM 
des Konjugat 12 vorhanden zu sein. 
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Um dies weiter bestätigen zu können, wurde die WB-Analyse wiederholt und die 
siRNA1491 Positivkontrolle hinzugefügt. Hierdurch kann kontrolliert werden, ob die 
Transfektion in K562-Zellen erfolgreich und effizient durchgeführt wurde. Um eine 
flexiblere Detektion zu ermöglichen wurde in den folgenden WB-Analysen von der 
Röntgenfilmdetektion zur Detektion in der ChemiDoc Anlage gewechselt. 
Wie in Abb. 37 zu sehen ist, konnte auch bei einem Wiederholungsexperiment ein Effekt 
durch Konjugat 12 mit den Konzentrationen von 20 und 100 nM auf die PIM1 Expression 
beobachtet werden. Dieser ist jedoch nicht mehr bei einer höheren Konzentration von 200 
nM oder 500 nM festzustellen. Im Gegensatz zur transfizierten Positivkontrolle 
siRNA1491, zeigen die beiden Negativkontrollen K 16 und O 4 weiterhin keinen Effekt 
auf die PIM1 Expression. Jedoch ist der Einfluss durch die siRNA1491 nicht so stark wie 
vermutet, was auf eine moderate Transfektionseffizienz zurückzuführen ist. Des Weiteren 
ist eine verringerte Expression in der L Kontrolle zu beobachten, wenn diese mit der K 
16 oder O 4 Kontrolle verglichen wird. Dies könnte durch toxische Nebenwirkungen 
durch eine Leertransfektion auftreten, da hier das LipofectamineTM2000 nicht wie in den 
anderen Proben ein Oligonukleotid verpacken kann. Dass LipofectamineTM2000 einen 
Einfluss auf die Zellproliferation und Lebensfähigkeit haben kann, wurde schon zuvor 
berichtet (Arbab et al., 2004) und zeigte sich auch im ersten RISC-Umleitungs Projekt.  
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Abbildung 37: Wiederholung der WB-Analyse nach Transfektion mit Konjugat 12 in K562-
Zellen 
Western Blot Analyse der PIM1- (oben) sowie β-Aktin-Expression (unten). Das Konjugat 12 wurde 72 
Stunden zuvor in den jeweiligen Konzentrationen mit LipofectamineTM2000 in K562-Zellen transfiziert, 
sowie das unspezifische Konjugat 16 (K 16) und das Antisense-Oligonukleotid 4 (O 4). Als weitere 
Kontrolle wurde die Transfektionskontrolle siRNA1491 (80 nM) und eine Leertransfektion (L) 
aufgetragen. Die Antikörperdetektion wurde mit Hilfe des ChemiDoc Geräts durchgeführt und die 
relativen Intensitäten der jeweiligen Antikörperbanden durch die Software ImageLab bestimmt (unterer 
Graph). Normalisiert wurde auf die Intensität der β-Aktin Banden sowie auf Kontrolle K 16. 
 
Durch die Verwendung der siRNA1491 Positivkontrolle konnte beobachtet werden, dass 
die Transfektionseffizienz der Suspensionszelllinie K562 bei diesem Experiment für eine 
Interpretation der Ergebnisse nicht ausreicht. Aus diesem Grund wurden weitere 
Wiederholungen durchgeführt, um stabilere Transfektionsdaten in dieser Zelllinie zu 
generieren. Wie in Abb. 38 zu sehen ist, konnte jedoch trotz verbesserter 
Transfektionseffizienz kein repressiver Effekt auf die PIM1 Expression durch Konjugat 
12 reproduziert werden. 
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Abbildung 38: Zweite Wiederholung der WB-Analyse nach Transfektion mit Konjugat 12 in 
K562-Zellen 
Western Blot Analyse der PIM1- (oben) sowie β-Aktin-Expression (unten). Das Konjugat 12 wurde zuvor 
in den jeweiligen Konzentrationen mit LipofectamineTM2000 in K562-Zellen transfiziert, sowie 200 nM 
des unspezifischen Konjugat 16 (K 16) und Antisense-Oligonukleotid 4 (O 4). Als weitere Kontrolle wurde 
die Transfektionskontrolle siRNA1491 (80 nM) und ein unbehandeltes Zelllysat aufgetragen (Mock). Die 
Antikörperdetektion wurde mit Hilfe des ChemiDoc Geräts durchgeführt und die relativen Intensitäten 
der jeweiligen Antikörperbanden durch die Software ImageLab bestimmt (unterer Graph). Normalisiert 
wurde auf die Intensität der β-Aktin Banden sowie auf Kontrolle K 16. 
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3.2.5.1. Analyse des Nuklease-Konjugats 12 
in HeLa-Zellen 
Da auch in weiteren, hier nicht gezeigten Experimenten, kein deutlicher Effekt durch die 
artifizielle Nuklease zu bestimmen war und große Schwankungen in der 
Transfektionseffizienz auftraten, wurde das Testsystem von der Suspensionszelllinie 
K562 auf die adhärente Zelllinie HeLa gewechselt.  
Des Weiteren wurden mehrere Kontrollen angepasst, um eine bessere Vergleichbarkeit 
zum Konjugat 12 Effekt erhalten zu können. Hierfür wurde wiederum die validierte 
Kontrollsequenz der Firma Dharmacon verwendet, welche auf der C. elegans miR-67 
Sequenz basiert (miRIDIAN microRNA Mimics, Hairpin Inhibitors and Negative 
Controls). Diese wurde als DNA Oligonukleotid (M O) und ebenfalls als unspezifisches 
DNA/LNA Mixmer-Spaltkonjugat (M K) eingesetzt. Des Weiteren wurde ein GapmeR, 
welches ebenfalls gegen die siRNA1491 Bindestelle gerichtet ist, als zweite 
Transfektionskontrolle verwendet. Hierdurch lässt sich der Spalteffekt besser vergleichen 
und es kann überprüft werden, ob die Bindestelle auch ohne maturen RISC-Komplex 
zugänglich ist. Bei der Verwendung des GapmeRs wird die RNase H rekrutiert, was zu 
einer Spaltung der PIM1 mRNA führt. Hierbei kommt es im Gegensatz zur RISC-
Rekrutierung nicht zu einer größeren Komplex Assemblierung vor der Bindung an die 
mRNA. 
Wie in Abb. 39 zu sehen, zeigt die Transfektion des GapmeRs einen deutlichen Effekt 
auf die PIM1 Expression, der ähnlich stark wie der durch die siRNA1491 ist, was die 
Zugänglichkeit der Bindungsstelle bestätigt. Die neuen Negativkontrollen (M O und M 
K) zeigen wie gewünscht keinen Effekt auf die PIM1 Expression, was jedoch ebenfalls 
auf das Konjugat 12 zutrifft.  
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Abbildung 39: WB-Analyse nach Transfektion mit Konjugat 12 und neuen Kontrollen in HeLa-
Zellen 
Detektion der PIM1- (oben) sowie β-Aktin-Expression (unten). Das Konjugat 12 wurde 72 Stunden zuvor 
in den jeweiligen Konzentrationen mit LipofectamineTM2000 in HeLa-Zellen transfiziert, sowie das 
unspezifische Oligonukleotid M O, das unspezifische Konjugat M K und das Antisense-Oligonukleotid 4 
(O 4). Als weitere Kontrollen wurden die Transfektionskontrollen siRNA1491 (80 nM) und GapmeR (80 
nM), wie auch ein unbehandeltes Zelllysate aufgetragen (Mock). Die Antikörperdetektion wurde mit 
Hilfe des ChemiDoc Geräts durchgeführt und die relativen Intensitäten der jeweiligen Antikörperbanden 
durch die Software ImageLab bestimmt (unterer Graph). Normalisiert wurde auf die Intensität der β-
Aktin Banden sowie auf Kontrolle M O. 
 
Da die HeLa Zelllinie eine sehr stabile Transfektionseffizienz zeigt, jedoch vermehrt 
Toxizitätprobleme nach der Transfektion mit LipofectamineTM2000 auftraten, wurde das 
neue Reagenz LipofectamineTM3000 der Firma ThermoFisher getestet. Hierbei sollen die 
toxischen Nebenwirkungen verringert werden, bei gleichzeitig verbesserter 
Transfektionseffizienz. Das Ergebnis hierzu ist in Abb. 40 zu sehen. Die Proliferation und 
Viabilität der HeLa-Zellen wurde durch die Verwendung des neuen 
Transfektionsreagenzes optisch deutlich verbessert (nicht gezeigt), was im WB ebenfalls 
durch die stärkeren β-Aktin Banden deutlich wird. Hierbei wurde das gleiche 
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Lyseprotokoll angewendet und auch gleiches Volumen auf das SDS-Gel aufgetragen wie 
bei dem vorangegangenen Experiment, gezeigt in Abb. 39.  
 
 
Abbildung 40: WB-Analyse nach LipofectamineTM3000 Transfektion mit Konjugat 12 in HeLa-
Zellen 
Detektion der PIM1- (oben) sowie β-Aktin-Expression (unten) mittels WB. Das Konjugat 12 wurde 72 
Stunden zuvor in den jeweiligen Konzentrationen mit LipofectamineTM3000 in HeLa-Zellen transfiziert, 
sowie das unspezifische Oligonukleotid M O, das unspezifische Konjugat M K und das Antisense-
Oligonukleotid 4 (O 4). Als weitere Kontrollen wurden die Transfektionskontrollen siRNA1491 (80 nM) 
und GapmeR (80 nM), wie auch ein unbehandeltes Zelllysate aufgetragen (Mock). Die 
Antikörperdetektion wurde mit Hilfe des ChemiDoc Geräts durchgeführt und die relativen Intensitäten 
der jeweiligen Antikörperbanden durch die Software ImageLab bestimmt (unterer Graph). Normalisiert 
wurde auf die Intensität der β-Aktin Banden sowie auf Kontrolle M O. 
 
Beide Transfektionskontrollen zeigen einen deutlichen Effekt auf die PIM1 Expression, 
jedoch konnte wiederum keine Reduktion der Expression durch das Konjugat 12 
beobachtet werden. Somit konnte das Ergebnis der ersten WB Experimente in K562-
Zellen (Abb. 36 und 37) nicht reproduziert werden. 
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3.2.6. Zusammenfassung und 
Diskussion 
 
Ein Konjugat aus einem DNA/LNA Mixmer-Oligonukleotid und der synthetischen 
Ribonuklease Tris(2-aminobenzimidazol) wurde im zweiten Projekt dieser Arbeit 
untersucht. Im Vorfeld hatte die Arbeitsgruppe von Michael Göbel bereits 
vielversprechende Ergebnisse mit entsprechenden DNA- sowie PNA-Konjugaten 
erhalten, wobei jedoch nur kurze RNA-Substrate von einer Länge von bis zu 29 
Nukleotiden untersucht wurden. Aus diesem Grund sollte in dieser Arbeit getestet 
werden, ob die synthetische Nuklease ebenfalls in der Lage ist, längere und komplexere 
RNA-Substrate zu hydrolysieren. Dabei wurden RNA-Substrate ausgewählt, welche der 
bioinformatisch vorhergesagten Faltung der 3'-UTR der PIM1 mRNA ähneln. Es konnte 
gezeigt werden, dass bei 155 und 412 Nukleotide langen RNA-Modellsubstraten der 
PIM1 3'-UTR spezifische Spaltprodukte entstehen, wobei die Kinetiken der Spaltung 
beider Substrate trotz des Längenunterschieds sowie partiell unterschiedlicher 
Faltungsvorhersagen sehr ähnlich waren. Darüber hinaus konnte durch den Wechsel von 
DNA- zu DNA/LNA Mixmer-Oligonukleotiden des Nuklease-Konjugats eine deutliche 
Beschleunigung der Spaltkinetik festgestellt werden. Dabei verringerte sich die 
Halbwertszeit der RNA-Substrate von 10 bis 20 Stunden auf etwa 4 Stunden. Durch ein 
Primer-Extension Experiment konnte gezeigt werden, dass die Spaltung durch das Tris(2-
aminobenzimidazol) Konjugat spezifisch um das 3'-Ende des konjugierten 
Oligonukleotids und bis zu 5 Nukleotide innerhalb der Bindung zur adressierten Sequenz 
auftritt.  
Aufgrund dieser vielversprechenden in vitro Ergebnisse wurden Zellkulturexperimente 
in der K562-Zelllinie durchgeführt. In ersten WB-Analysen konnte eine starke 
Reprimierung der PIM1-Kinase durch Transfektion des Nuklease-Konjugats beobachtet 
werden, was sich jedoch in Folgeexperimenten nicht reproduzieren ließ. Ein Antisense-
Effekt durch das konjugierte Oligonukleotid konnte durch eingesetzte Negativkontrollen 
ausgeschlossen werden. Aufgrund erheblicher Schwankungen der Transfektionseffizienz 
in K562-Zellen, wurden weitere Analysen in HeLa-Zellen durchgeführt, wobei jedoch 
auch nach einem Wechsel auf das effizentereTransfektionsreagenz LipofectamineTM3000 
die anfänglich beobachteten Effekte durch das Nuklease Konjugat nicht reproduziert 
werden konnten. 
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Mögliche Gründe für das Ausbleiben eines stabilen Nuklease-Konjugat Effekts in den 
Zellkulturexperimenten könnten sein: 
 
1.  Dynamik der PIM1-Expression 
 
Wie schon im Kontext des RISC-Umleitungs-Projekts erwähnt, besitzt die PIM1 
Kinase auf mRNA- und Proteinebene eine kurze Halbwertszeit. Diese 
unterscheidet sich je nach Zellart und Stimulierungsstatus. Auch wenn bei den in 
vitro Spaltkinetiken die Halbwertszeit der RNA-Substrate auf 3-4 Stunden 
verringert werden konnte, ist dies womöglich immer noch zu langsam für einen 
effizienten und messbaren Effekt auf die Expression von PIM1, da die natürliche 
Halbwertszeit der mRNA geringer ist. Zudem ist die Bindung an die PIM1 mRNA 
durch die Eigenschaften der LNA-Nukleotide sehr stabil, was einen mehfachen 
Umsatz von RNA-Substraten unwahrscheinlich macht. 
Dass im Gegensatz dazu ein Effekt bei der siRNA Positivkontrolle zu beobachten 
ist, lässt sich durch den katalytischen RNAi-Mechanismus und die schnelle 
hAGO2-Spaltkinetik erklären (Willkomm & Restle, 2017). Im Fall der endogenen 
RNase H, die durch das GapmeR rekrutiert wird, ist die Spaltkinetik ebenfalls um 
einiges schneller als für das getestete Nuklease-Konjugat (Honcharenko et al., 
2007), sodass der Reprimierungseffekt hier nicht durch die kurze mRNA 
Halbwertszeit von PIM1 maskiert wird. Darüber hinaus kann - wie schon im 
Kontext des RISC-Umleitungsprojekts diskutiert - zellulärer Stress die PIM1-
Expression beeinflussen.  
 
2. Veränderte Nuklease Aktivität innerhalb der Zelle 
 
Ein weiterer Grund für den instabilen Effekt des Nuklease-Konjugats kann eine 
Funktionsbeeinträchtigung innerhalb des zellulären Milieus sein. Im Vorfeld der 
zellulären Untersuchungen wurden Spaltkinetiken in Phosphatpuffer von der 
Arbeitsgruppe Göbel durchgeführt, um ausschließen zu können, dass Sulfate oder 
Phosphate innerhalb der Zelle die Spaltungseigenschaften beeinträchtigen. 
Hierbei konnte jedoch kein Einfluss auf die Spaltgeschwindigkeit festgestellt 
werden. 
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Ungeachtet dessen wurden die Spaltkinetiken in einem stabilen Puffersystem 
durchgeführt. Da der pH-Wert jedoch innerhalb der Zelle sowie während der 
Transfektion nicht kontrolliert werden kann, ist es dennoch möglich, dass die 
Spalteigenschaften des Konjugats intrazellulär verändert waren.  
 
 
3.2.7. Ausblick 
 
Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse bei den Spaltkinetiken in vitro sowie der 
Nichtnachweisbarkeit toxischer Nebeneffekte des Nuklease-Konjugats in den zellulären 
Tests, sollte eine weitere Optimierung der Zellkulturexperimente durchgeführt werden. 
 
Aufgrund der kurzen Halbwertszeit der PIM1 mRNA sind weitere zelluläre Analysen mit 
einer stabileren Target-mRNA sinnvoll. So kann ausgeschlossen werden, dass der Effekt 
einer funktionsfähigen Spaltung der mRNA innerhalb der Zelle von deren generell 
schnellem Abbau überdeckt wird. So könnte z.B. die Spaltung der β-Globin mRNA 
innerhalb der Zelle untersucht werden, welche eine Halbwertszeit von über 20 Stunden 
aufweist (van Zalen et al., 2015). Sollte PIM1 weiterhin als Target-mRNA adressiert 
werden, könnten ebenfalls die im Ausblick des RISC-Umleitungs-Projekts genannten 
Möglichkeiten, wie z.B. die Deletion der ARE-Elemente, genutzt werden, um die 
Stabilität der PIM1 mRNA zu erhöhen. Außerdem sollte neben der WB-Analyse ein 
direkter Spaltnachweis durch die Quantifizierung der mRNA-Spiegel mittels qRT-PCR 
erfolgen. So können indirekte Einflüsse auf die PIM1-Proteinexpression ausgeschlossen 
werden, was bei der WB-Analyse nicht möglich ist. 
Nichtsdestotrotz sollte neben dem direkten Nachweis der Spaltaktivität auch eine weitere 
Optimierung der Spaltkinetiken angestrebt werden, da unter normalen Bedingungen das 
Tris(2-aminobenzamidazol) Konjugat immer noch zu langsame Kinetiken aufweist, um 
als mögliche Therapiealternative in Frage zu kommen. Proto-Onkogene besitzen sehr 
häufig eine kurze Halbwertszeit auf mRNA-Ebene. Diese enge und schnelle Regulation 
ist essenziell, um in normalen Zellen onkogene Wirkungen zu unterdrücken. Neben den 
chemischen Eigenschaften des Tris(2-aminobenzimidazol) ist eine weitere Optimierung 
ebenfalls über das konjugierte Oligonukleotid möglich, was in dieser Arbeit durch den 
Wechsel hin zu DNA/LNA-Mixmeren gezeigt werden konnte. So wäre z.B. durch eine 
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Veränderung der Konjugatposition oder der LNA-Anteile eine weitere Verbesserung im 
Bereich des Möglichen. 2015 konnte gezeigt werden, dass Konjugate, bei denen die 
synthetische Nuklease an eine interne Position im Oligonukleotid konjugiert wurde, 
ebenfalls in der Lage sind, RNA-Substrate zu spalten (Dogandzhiyski et al., 2015). Somit 
stehen noch einige Ansätze für eine Optimierung der Nuklease-Konjugate zur Verfügung, 
um das Ziel einer intrazellulären mRNA-Inaktivierung zu erreichen. 
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5. Anhang 
 
5.1. Plasmidkarten 
 
pUC19 Vektor: 
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pUC19 mit klonierter PIM1 mRNA Sequenz für das 155-mer Substrat: 
 
 
Sequenz mit angezeigten Primern des zweiten Klonierungsschritts: 
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psiCHECK2TM Plasmid:  
 
 
 
 
 
 
 
Anhang 
152 
 
psiCHECK2TM Plasmid mit eingefügter 3'-UTR der PIM1 mRNA: 
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Sequenz der eingefügten 3'-UTR: 
 
 
 
Anhang 
154 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anhang 
155 
 
5.2. Bindemöglichkeiten der 
verwendeten Kontrollen an die 
PIM1 mRNA 
 
NM_001243186.2: PIM1 mRNA Sequenz: 
actcctggctgcggggcgagccgggcgtctgctgcagcggccgcggtggctgaggaggcccgagaggagt 
cggtggcagcggcggcggcgggaccggcagcagcagcagcagcagcagcagcagcaaccactagcctcct 
gccccgcggcgctgccgcacgagccccacgagccgctcaccccgccgttctcagcgctgcccgaccccgc 
tggcgcgccctcccgccgccagtcccggcagcgccctcagttgtcctccgactcgccctcggccttccgc 
gccagccgcagccacagccgcaacgccacccgcagccacagccacagccacagccccaggcatagccttc 
ggcacagccccggctccggctcctgcggcagctcctctgggcaccgtccctgcgccgacatcctggaggt 
tgggatgctcttgtccaaaatcaactcgcttgcccacctgcgcgccgcgccctgcaacgacctgcacgcc 
accaagctggcgcccggcaaggagaaggagcccctggagtcgcagtaccaggtgggcccgctactgggca 
gcggcggcttcggctcggtctactcaggcatccgcgtctccgacaacttgccggtggccatcaaacacgt 
ggagaaggaccggatttccgactggggagagctgcctaatggcactcgagtgcccatggaagtggtcctg 
ctgaagaaggtgagctcgggtttctccggcgtcattaggctcctggactggttcgagaggcccgacagtt 
tcgtcctgatcctggagaggcccgagccggtgcaagatctcttcgacttcatcacggaaaggggagccct 
gcaagaggagctggcccgcagcttcttctggcaggtgctggaggccgtgcggcactgccacaactgcggg 
gtgctccaccgcgacatcaaggacgaaaacatccttatcgacctcaatcgcggcgagctcaagctcatcg 
acttcgggtcgggggcgctgctcaaggacaccgtctacacggacttcgatgggacccgagtgtatagccc 
tccagagtggatccgctaccatcgctaccatggcaggtcggcggcagtctggtccctggggatcctgctg 
tatgatatggtgtgtggagatattcctttcgagcatgacgaagagatcatcaggggccaggttttcttca 
ggcagagggtctcttcagaatgtcagcatctcattagatggtgcttggccctgagaccatcagataggcc 
aaccttcgaagaaatccagaaccatccatggatgcaagatgttctcctgccccaggaaactgctgagatc 
cacctccacagcctgtcgccggggcccagcaaatagcagcctttctggcaggtcctcccctctcttgtca 
gatgcccgagggaggggaagcttctgtctccagcttcccgagtaccagtgacacgtctcgccaagcagga 
cagtgcttgatacaggaacaacatttacaactcattccagatcccaggcccctggaggctgcctcccaac 
agtggggaagagtgactctccaggggtcctaggcctcaactcctcccatagatactctcttcttctcata 
ggtgtccagcattgctggactctgaaatatcccgggggtggggggtgggggtgggtcagaaccctgccat 
ggaactgtttccttcatcatgagttctgctgaatgccgcgatgggtcaggtaggggggaaacaggttggg 
atgggataggactagcaccattttaagtccctgtcacctcttccgactctttctgagtgccttctgtggg 
gactccggctgtgctgggagaaatacttgaacttgcctcttttacctgctgcttctccaaaaatctgcct 
gggttttgttccctatttttctctcctgtcctccctcaccccctccttcatatgaaaggtgccatggaag 
aggctacagggccaaacgctgagccacctgcccttttttctgcctcctttagtaaaactccgagtgaact 
ggtcttcctttttggtttttacttaactgtttcaaagccaagacctcacacacacaaaaaatgcacaaac 
aatgcaatcaacagaaaagctgtaaatgtgtgtacagttggcatggtagtatacaaaaagattgtagtgg 
atctaatttttaagaaattttgcctttaagttattttacctgtttttgtttcttgttttgaaagatgcgc 
attctaacctggaggtcaatgttatgtatttatttatttatttatttggttcccttcctattccaagctt 
ccatagctgctgccctagttttctttcctcctttcctcctctgacttggggaccttttgggggagggctg 
cgacgcttgctctgtttgtggggtgacgggactcaggcgggacagtgctgcagctccctggcttctgtgg 
ggcccctcacctacttacccaggtgggtcccggctctgtgggtgatggggaggggcattgctgactgtgt 
atataggataattatgaaaagcagttctggatggtgtgccttccagatcctctctggggctgtgttttga 
gcagcaggtagcctgctggttttatctgagtgaaatactgtacaggggaataaaagagatcttatttttt 
tttttatacttggcgttttttgaataaaaaccttttgtcttaa 
 Grau: kodierender Bereich der mRNA  
Blau: Kontrolle M let7 Sequenz: 5´-ctacctca-3´ 
Grün: Kontrolle MBi Sequenz: 5´-accactct-3´ 
Violett: Kontrolle K3 Sequenz: 5´-actaggat-3´ 
Gelb: Mixmer-Sequenz der M Bi un M let7 Kontrolle: 5´-tcacaacctcctaga-3´ 
Rot: Bindestelle der siRNA1491 
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